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La presente invention se rapporte a un precede de 
clonage nucleaire de vertebres, notamment de 
mainmif eres, et plus particulierement de lapin. 
L' invention se rapporte egalement aux animaux ainsi 
5 produits, notamment des lapins, au stade foetal ou 
adulte, ainsi qu'^ leur utilisation pour la production 
de molecules d'interet ou comine modeles animaux d' etude 
de pathologies humaines . 

Le lapin est de plus en plus considere dans 

10 I'industrie. biotechnologique pour les avantages qu'il 
procure par rapport aux autres especes animales. Tout 
d'abord, d'un point de vue phylogenique, le lapin est 
plus proche des primates^. c'est-a~dire de I'hoitime^ que 
les rongeurs, sour is et rats, couramment utilises a.; 

15 I'^heure actuelle (Graur et al., 1996). Ensuite, le.;. 
lapin est mieux adapte au manipulations physiologiques \ 
de par sa taille, contrairement aux animaux de petit es:); 
tallies tels les rongeurs, souris et rat, ou les> 
animaux de grande taille, tels les vaches, chevres,; 

20 brebis, pores etc... . Enfin la taille iinportante des 
portees et une reproduction rapide sont autant d'atouts 
pour un animal de laboratoire destine a 1' etude de 
pathologies humaines ou a la production de proteines 
recombinantes d'^interet- Ainsi par exemple, le modele 

25 lapin est d'' un grand interet pour 1' elaboration d' un 
traitement clinique de 1' arteriosclerose (Hoeg et al. r 
1996) et de la mucoviscidose (Chen et aJ., 2001), 

Le transfert nucleaire somatique associe a des 
modifications genetiques des cellules donneuses de 

30 noyaux pourrait rendre extremement interessante 
1' utilisation du lapin corame animal de laboratoire (Fan 
et al., 1999) qui pour I'heure est confine a la 



'nnction de prot^ines recombinantes d' interet en 
production cie p al , 1997). La 

rrnantite (Stinnackre et aJ.., 
large quantise ^lA^ire est tr§s 

H-T-ansf ert nucleaire «=>^ 
.ec^ologie de .ransfa ^^^^^^^^^ ^^^^^^ 

interessante car eixe p identiques, ou de 

leurs descendance, ayant 

,.„.ti<.es P«"-"--- JTa: : ;a .alLs PU .«e 
„a„s.e« r ^ L 2O00 , Oin„v*s 

0 t "1T;V e r-e p.onnie. du .ap.n dan. Xes 
:;:p;Ji:s de\.3e a. po.n. de .a .ec.no.o,.e de 

«,,rleaire (Bromhall et al-, 197b). 
clonage nucleaire ^ ^^^v^^rche a pu obtenir des 

Tin seul laboratoire de recherche a p 
Un seui. j-ci • „ar-t-ir de noyaux de 

- -Cr<r::r, .O^ l^s de „an..e 

I.e Xapxn, techniques de 

modile animal pour Xa mise au P apparalt 
, > „„r.l6alre (Bromhall et al., = ' f>' 
20 transfert nucleaxre les technologies de 

done con^e une espice pour ^^^-^^^^ 

cxonage nucleaire -^--^^J^^f ^^.^ ,w,..„t et 
.ucc»s avec d'autres aspeces tels 1 

.i. , ■ V «6 - 07. .9. . la- -""^ ^^^f , , 

r.r^ les bovms (Weils ec , 

" 1998 ; wo 99 371") Xe ^^^^^^^ ^^^^ 

la chfevre (Bagursx et al., la^^ ,H»otSes H 

• al 2000), ne sont pas adaptees. 

(Pole^aeva et al., ^^^.^opper un nouveau 

existe done un grand besoin ^^^^^^^ 

p.oc.d4 de clonage nuclea re d esp 

30 1-<.-* P^-^- "^^^Tirt nuX-e actuelle»ent 
rsponiirrULTerd^ d.elopper un proc.d. de 
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clonage nucl6aire chez le lapin, qui soit ^ la fois 
efficace, reproductible et qui permettent d' obtenir de 
bon rendement de clonage. 

C'est le probleme que se propose de resoudre la 
5 presente invention en fournissant un proc§d6 de 
production d' embryons de mammif^res comprenant les 
etapes suivantes : 

(a) evaluer et/ou determiner 1' asynchronie de 
d^veloppement (T) entre deux embryons de m#me 
10 esp^ce et du meme Sge : 

- le premier embryon etant produit par 
croisement au temps to d' un mSle de 
pr6f6rence vasectomis6 avec une femelle ayant 
de preference re?u un traiteraent hormonal 

15 pour augmenter 1' ovulation, le dit premier 

embryon 6tant au moins cultiv6 et/ou manipule . 
in vitro ; 

- le second embryon etant produit par 
croisement au temps to d'un mSle . fecond avec 

20 une femelle ayant de preference re<?u un 

traitement hormonal pour augmenter 

1' ovulation, le dit second embryon etant 
normalement fecond^ ou obtenu par activation 
par th^nogene t ique , 
25 1' evaluation et/ou la determination ayant lieu au 

plus tard le jour de l' implantation uterine du dit 
second embryon et ; 
(b) transferer un embryon au moins cultive et/ou 
manipuie in vitro dans 1' uterus d'une femelle 
30 receveuse ayant ete croisee avec un male 

vasectomise au temps t = to + T (+/- 25% T) ; 
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(c) facultativement, laisser le dit einbryon transf6r§ a 
I'etape b) s'implanter et se developper dans 
1' uterus de la dite femelle receveuse. 
En principe, la pr^sente invention est applicable k 
tons les mammiferes. Plus particulierement, 1' animal 
selon 1' invention est un maimif^re. L' invention est 
particulierement int^ressante pour les mammiferes tels 
les ongules, les 6quides, les cam^lid^s, les rongeurs, 
les lagomorphes et les primates. Parmi les rongeurs, il 
convient de citer la souris, le rat, le hamster, le 
cochon d'inde. Parmi les ongul^s, il convient de citer 
les bovins, les ovins, les caprins, les porcins. De 
maniere pref6r§e le mammif^re selon 1' invention est un 
lagomorphe. L' invention est particulierement 

15 interessante pour les animaux qui jusqu'a present 
6taient dif f icilement obtenus voire impossible A 
obtenir par clonage nucleaire, tel le lapin ou le rat. 

Par « asynchronie », au sens de la pr^sente 
invention, on entend designer le temps ou retard 
exprim6 en heure qui existe A un instant donne du 
dfeveloppement embryonnaire entre le stade de 
developpement d'un embryon normalement ffeconde et qui 
se developpe selon les lois de la nature, et le stade 
" de developpement d'un "embryon qui a "uh moment " donn6 de 
25 son developpement a au moins 6te manipul^ in vitro, les 
deux embryons etant de m§me age et de m€me espece. Par 
embryons de meme age, on entend dfefinir que les 
embryons ont M con?us simultanement ou en meme temps. 
Ainsi dans le cas d'un embryon normalement fecond6 et 
30 d'un embryon reconstitu6 obtenu par transf ert 
nucleaire, 1' ovocyte 6nucl6§ aura le meme age que 
1' ovocyte normalement f6cond6 par un spermato20i.de. Les 
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deux embryons peuvent appartenir a la meme espece 
animale mais aussi a des esp^ces differentes. Dans le 
cas du clonage nucleaire chez le lapin , les deux 
embryons sont des embryons de lapin. Ces deux embryons 
5 peuvent etre ou non de races differentes coitone la race 
« New-Zealand », « Fauve-de-Bourgogne », « Argent§-de- 
Champagne », Californiennes, « Geant-de-Bouscat », ou 
toutes races dont les specificites zoologiques sont 
definies dans un standard officiel (Le lapin de race, 
10 Ed. 2000 Federation Frangaise de Cuniculture (Ed.) ou 
issus de croisements ayant donne lieu a des souches 
commercialis^es de lapins telle la souche GD22/1077. 

Par « cultive in vitro », on entend designer au 
sens de la pr6sente invention, un embryon qui n'est pas 
15 naturellement cong:u et/ou developpe, c' est-a-dire un. 
embryon pour lequel au moins une etape de sa conception 
et/ou de son developpement est realisee in vitro. Par 
exemple, 1' embryon « cultive in vitro » au sens de la 
presente invention est cultive et se developpe dans une 
20 milieu de culture approprie contenant les Elements 
nutritifs n6cessaires a la croissance et/ou ^ la 
dif ferenciation de 1' embryon. 

Par « manipule in vitro », on entend designer au 
sens de la presente- invention., un embryon .cultiv6 . in 
25 vitro obtenu par transfert nucleaire et/ou raodifi6 
gen^tiquement par trangenese. L' embryon est cultiv4 
et/ou raanipul^ in vitro au plus tard jusqu'au jour qui 
precede 1' implantation. 

Selon la presente invention, 1' evaluation et/ou la 
determination de 1' asynchronie est realisee au plus 
tard le jour de 1' implantation uterine de 1' embryon 
normalement fecond6 ou obtenu par activation 
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parth6nog6nique ou par clonage; n^anmoins, cette 
determination de 1' asynchronie est de preference 
r§alis6e S un stade de d§veloppement choisi parmi le 
stade 1 cellule, le stade 2 cellules, le stade 4 
5 cellules, le stade 8 cellules, le stade 16 cellules, le 
stade morula et le stade blastocyste. De mani^re 
pr6fer6e, 1' evaluation et/ou la determination de 
I'asynchronie est r^alis^e a partir d'embryon{s) ayant 
attaint le stade blastocyste in vitro et dont la 
10 cinetique de d^velopement est comparee S celle 
d' embryons obtenus in vivo. 

Cette evaluation et/ou la determination de 
I'asynchronie de developpement T est realisee de 
preference par comptage cellulaire ou determination de 
15 la proportion de cellules de I'embryon organisees en 
masse cellulaire interne, cellules qui contribueront S 
la formation du foetus et d'une partie du placenta. 
Neanmoins, d'autres technologies connues de I'homme de 
I'art peuvent etre mises en oeuvre pour effectuer cette 
20 evaluation et/ou determination, telles par exemple la 
mise en evidence de 1' expression et/ou de 1' absence 
d' expression de marqueurs cellulaires caracteristiques 
d'un stade de developpement embryonnaire particulier. 
L' asynchronie de developpement t" est" de preference 
25 superieure ou egale k 15 heures, de maniere preferee 
superieure ou egale ^ 16 heures, superieure ou egale A 
17 heures, superieure ou egale k 18 heures, superieure 
ou egale k 19h00, superieure ou egale k 20h00, 
superieure ou egale k 21h00, superieure ou egale k 
30 22h00, superieure ou egale a 23h00, superieure ou egale 
a 24h00, superieure ou egale ^ 25h00, superieure ou 
egale k 26h00, superieure ou egale k 27h00, superieure 
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ou egale a 28h00,. superieure ou egale ^ 29h00, ou 
superieure ou egale a 30h00. De maniere plus preferee, 
la dite asynchronie de developpement T est d' environ 24. 
heures . 

5 Dans la methode selon la presents invention, le dit 

embryon transfere a l^etape b) est cultive dans les 
meiues conditions que le dit premier embryon. Selon un 
premier mode de realisation preferee, le dit embryon 
transfere a I'etape b) est au stade 1 cellule, Selon un 

10 second mode de realisation, le dit embryon transfere a 
I'etape b) est au stade 2 cellules- Selon un troisieme 
mode de realisation, le dit embryon transfere a I'etape 
b) est au stade 4 cellules. Alternativeraent , le dit 
embryon transfere a I'etape b) est au stade 8 cellules, 

15 au stade 16 cellules, au stade 32 cellules, au stade 64 
• cellules, ou a un stade plus avance du developpement. 

Les methodes d'obtention d' animaux males 
vasectomises sont bien connues de I'homme de I'art, 
ainsi que les traitements hormonaux destines a 

20 augmenter 1' ovulation (voir par exemple : Kennely et - 
Foote, 1965) . 

Le dit embryon transfere a I'etape b) du proced6 
selon 1' invention se developpe en foetus, de maniere 
prefere _le dit fcetus se develpppe_ en nouveau-n6, et le 

25 dit nouveau-ne se developpe en adulte. C est done 
egalement un des objets de la presents invention de 
fournir un embryon, un foetus, un nouveau-ne, un 
mammifere adulte, excepte I'homme, ou des cellules 
derivees de ceux-ci, produit par une methode comprenant 

30 ou incluant la methode selon 1' invention, L' invention 
concerne egalement la descendance du dit mammifdre 
adulte selon 1' invention. Pour des raisons 6thiques, il 
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est evident que les precedes selon 1' invention ne 
doivent pas ^tre mis en «uvre S des fins de clonage 
reproductif d'etres humains. 

En fonction des besoins, il peut §tre int^ressant 
5 d'arrSter le d6veloppement ou la gestation de I'embryon 
au stade embryonnaire ou foetal pour d^river les 
cellules notaimnent les cellules de la masse cellulaire 
interne, telles les cellules souches a partir du dit 
embryon. Par cellules souches de I'embryon, on entend 
10 designer les cellules indif f6renci6es pluripotentes, 
cultivables in vitro de fagon prolong§e sans perdre 
leurs caract^ristiques, et qui sont susceptibles de se 
differencier en un ou plusieurs types cellulaires 
lorsqu'elles sont placees dans des conditions de 
15 culture definies. Ainsi, lorsque les cellules souches 
selon 1' invention sont des cellules ES, on peut 
envisager d' induire la diff^renciation de celles-ci en 
diff^rents types cellulaires tel par exemple les 
cellules musculaires, cardiaques, gliales, nerveuses, 
20 6pitheliales, h^patiques, pulmonaires, pancr6atiques. 
Ainsi, dans le cadre d'un clonage dit "th^rapeutique", 
I'embryon peut Stre un embryon humain obtenu par un 
proc6d6 de clonage nucleaire, intra- ou inter- esp^ces, 
afin d'obtenir des cellules souches, dif f erenci6es ou 
25 non, utiles pour le traitement pr^ventif ou curatif de 
patients n6cessitant un tel traitement. Dans ce cas les 
6tapes b) de transfert de I'embryon dans l'ut6rus et c) 
d' implantation de I'embryon transfers, du proc6d§ selon 
1' invention, sont facultatives. L'homme du metier 
30 connalt les techniques de culture in vitro des cellules 
de la masse cellulaire interne (voir par exemple WO 97 
37009) et des cellules souches embryonnaires en 



particulier, pour que celles-ci conservent leur 
totipotence ou leur pluripotence en culture (Evans et 
al.r 1981/ EP 380 646 ; WO 97 30151) ou pour que 
celles-ci induisent leur dif f erenciation dans un type 
5 cellulaire particulier. 

L'etape b) du procede selon 1' invention a pour 
objet le developpement del' animal non-humain depuis le 
stade embryonnaire jusqu'a son terme. Ceci peut etre 
fait directement ou indirectement . Dans un 
10 developpement direct, I'embryon reimplante, 

transgenique ou non^ reconstitue ou non, est simplement 
laisse se developper dans 1' uterus de la femelle 
porteuse sans qu'aucune intervention etrangere ne 
survienne jusqu'au terme. Dans un developpement 
15 indirect, I'embryon peut etre manipule avant que le 
developpement complet ne se realise. Par exemple, 
I'embryon peut etre divise, et les cellules developpees 
de manieres clonales, dans le but d'augmenter le 
rendement de production d'animaux clones. 

20 Alternativement ou additionnellement , il est possible 
d'augmenter le rendement de production d'embryons 
viables par la mise en cBuvre successive du procede de 
transfert nucleaire selon I'' invention . 

L'^embryon^ fcetus^ nouveau-ne, mammifere adulte^ 
25 excepte l^'homme, ou des cellules derives de ceux-ci, 
obtenus par la mise en oeuvre du procede selon 
1' invention peuvent aussi etre transgeniques . La 
transgenese est soit realisee lors de la culture in 
vitro de I'^embryon, soit que I'embryon derive d'un 
30 animal lui-meme transgenique. Au sens de la present e 
invention, on entend designer par « transgenique » une 
cellule ou un animal comportant au moins un transgene. 



particulier, pour que celles-ci conservent leur totipotence 
ou leur pluripotence en culture (Evans et al., 1981; EP 380 
646 ; WO 97 3 0151) ou pour que celles-ci induisent leur 
diff^renciation dans un type cellulaire particulier. 

L'6tape b) du proc6d6 selon 1' invention a pour objet le 
d€veloppement de 1' animal non-humain depuis le stade 
embryonnaire jusqu'H son terrae. Ceci peut ^tre fait 
directement ou indirecteraent . Dans un d^veloppement direct, 
I'embryon r^implantS, transgenique ou non, reconstitue ou 
non, est simpleraent laiss6 se d^velopper dans 1' uterus de 
la femelle porteuse sans qu'aucune intervention gtrangere 
ne survienne jusqu'au terme . Dans un developpement 
indirect, I'embryon peut etre manipule avant que le 
developpement complet ne se realise. Par exemple, I'embryon 
peut gtre divis6, et les cellules d^veloppees de manieres 
clonales, dans le but d'augmenter le rendement de 
production d' animaux clones. Alternativement ou 
additionnellement, il est possible d'augmenter le rendement 
de production d'embryons viables par la mise en oeuvre 
successive du procSd^ de transfert nucleaire selon 
1' invention. L'enibryon, fcEtus, nouveau-n#, mammif^re 
adulte, excepts I'homme, ou des cellules derives de ceux- 
ci, obtenus par la mise en oeuvre du precede selon 
1' invention peuvent aussi €tre transggniques. L' invention 
concerne egalement un embryon de mammifSre transgenique 
except e I'homme et/ou foetus, nouveau n6, mammifere adulte 
et sa descendance, ou des cellules d^rivees de ceux-ci, 
produit par vin precede comprenant ou incluant le proced^ 
selon 1' invention. La transgendse est soit realisee lors de 
la culture in vitro de I'embryon, soit que I'embryon derive 
d'un animal lui-mSme transgenique. Au sens de la presente 
invention, on entend designer par « transgenique » une 
cellule ou un animal comportant au moins un transgene. 
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On entend designer par « transgene », du materiel 
g^netique qui a ete ou qui va etre insere 
artif iciellement dans le genome d'une cellule d'un 
animal selon 1' invention, particuli^rement dans une 
cellule de mammif^re cultivee in vitro ou dans une 
cellule de mammifere vivant et qui va s''y maintenir 
dans la dite cellule sous forme episomale. Las methodes 
pour generer des cellules transgeniques selon 
1' invention sont bien connues de I'homme de I'' art. 
Elles incluent de maniere non exhaustive, la 
technologie d^ inactivation ciblee d^ un ou plusieurs 
genes par recombinaison homologue (« Knock-Out ») , la 
technologie d' insertion ciblee d' un ou plusieurs genes 
par recombinaison homologue (« Knock-In »), la 
technologie d' integration aleatoire d^un transgene par 
la micro-injection dans le noyau • Le transgene selon 
1' invention, f acultativement compris dans un vecteur 
linearise ou non, ou sous la forme d^un fragment de 
vecteur, peut etre introduit dans la cellule hote par 
des methodes standard "telles que par exemple la micro- 
injection dans le noyau (US 4 873 191), la transfection 
par precipitation au phosphate de calcium, la 
lipofection, 1' electroporation, le choc thermique, la 
transformation _ avec des polymeres cationiques (PEG, 
polybrene, DEAE-Dextran.. J , 1' infection virale, le 
sperme . 

La reimplantation de l^'embryon dans 1' uterus d' une 
femelle porteuse utilise des techniques connues par 
I'homme du metier. Habituellement, la mere porteuse est 
anesthesiee et les embryons sont inseres dans 
I'oviducte, Le nombre d^ embryons implantes dans un hote 
particulier varie en fonction des especes mais est 
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habituellement compatible avec le nombre de nouveau-n§s 
habituellement produits par ladite espece. Les 
descendants transgeniques ou non de la mere porteuse 
sont cribles pour la presence et/ou 1' expression du 
5 transgene ou d'un marqueur caracteristique des dits 
descendants en utilisant les m6thodes adaptees. Le 
criblage est souvent realise par Southern-blotting ou 
par analyse en northern-blot en utilisant une sonde qui 
est complementaire ^ au moins une portion du transgene 

10 ou du marqueur. Une analyse en Western-blot utilisant 
un anticorps contre la proteine codee par le transgene 
ou le dit marqueur peut etre employ6e coinme alternative 
ou comme methode additionnelle pour cribler la presence 
du produit prot6ique code par le transgene ou le dit 

15 marqueur. Typiquement, I'ADN est prepare S partir de 
cellules de 1' animal, et notamment de lymphocytes che2 
le lapin, puis analyst par southern-blotting ou par PCR 
pour la presence du transgene. Alternativement, le 
tissu des cellules susceptibles d' exprimer le transgene 

20 ou le marqueur avec le taux le plus eleve sont testes 
pour la presence et/ou 1' expression du transgene ou du 
marqueur en utilisant 1' analyse par Southern-blot ou 
par PCR. Alternativement , des m6thodes additionnelles 
pour 6valuer la presence du transgene ou le marqueur 

25 sont les methodes biochimiques, telles que les tests 
enzymatiques et/ou immunologiques^ les methodes 
histologiques pour permettre de d^tecter la presence 
d'un marqueur particulier ou de certaines activit^s 
enzymatiques, les analyses par cytom^trie de flux, 

30 C'est egalement un des objets de la presente 

invention de fournir un precede in vitro de clonage de 
mammif^re par transfert nucleaire comprenant ou 
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incluant un precede selon 1' invention de production 
d'embryons de mammiferes non humains qui comprend au 
moins I'etape d' evaluation et/ou de determination de 
I'asynchronie de developpement T entre deux embryons de 
mgme esp^ce et de rneme age. Par transfert nucleaire ou 
transfert de noyau, on entend designer le transfert de 
noyau d' une cellule donrieuse provenant d' un animal 
selon 1' invention, de preference d'un mammifere, a un 
stade de developpement compris entre le stade 
embryonnaire a adulte, dans le cytoplasme d'une cellule 
receveuse enucleee de la meme espece ou d' une espece 
diff^rente. En general, la cellule receveuse est un 
ovocyte. Le noyau transfere est reprogramme pour 
diriger le developpement des embryons clones qui 
15 peuvent ensuite etre transferes dans 1' uterus de 
femelles porteuses pour produire les foetus et les 
nouveau-nes, ou utilises pour produire des cellules de 
la masse cellulaire interne en culture. 

Le materiel genetique donneur est introduit par 
diff^rents moyens dans la cellule receveuse enuclee 
pour former I'embryon reconstitue. G6n6ralement le 
materiel genetique donneur est introduit par fusion en 
utilisant les raethodes telles que (i) 1' exposition des 
cellules a des agents chimiques favorisant la fusion 
25 corame I'ethanol, le polyethylene glycol (PEG) ou 
d'autres glycols ; (ii) 1' utilisation d' agent 
biochimiques, comme la phytohaemagglutinine (PHA) ; 
(iii) 1' utilisation de virus inactives, tel le virus 
Sendai ; (iv) 1' utilisation de liposomes ; (v) 
30 1' utilisation de 1' electro-fusion . La presente 
invention ne se limite pas k 1' utilisation de ces 
techniques de fusion et bien que la fusion cellule- 
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incluant un proc^dg selon 1' invention de production 
d'etnbryons de mammifdres non humains qui comprend au tnoins 
l'6tape d' Evaluation et/ou de determination de 1 ' asynchronie 
de dSveloppement T entre deux embryons de m§me espdce et de 
5 mime age. C'est ggalement un des objets de la prisente 
invention de fournir tin embryons de tnammifdre, except^ 
I'homtne reconstitue in vitro, obtenu par transfert nucl^aire - 
et/ou foetus, nouveau-n6, mammifdre adulte et sa descendance 
ou cellules deriv^es de ceux-ci produit par un proc#d6 
10 comprenant ou incluant le proc^d^ selon 1' invention. Par 
transfert nucleaire ou transfert de noyau, on entend designer 
le transfert de noyau d'une cellule donneuse provenant d'un 
animal selon 1' invention, de preference d'un matnmifdre, a un 
stade de d^veloppement cotnpris entre le stade embryonnaire & 
15 adulte, dans le cytoplasme d'une cellule receveuse gnucl^Se 
de la raSme espgce ou d'une espSce diff^rente. En g§n6ral, la 
cellule receveuse est un ovocyte. Le noyau transfer^ est 
reprograimng pour diriger le dgveloppement des embryons clones 
qui peuvent ensuite §tre transf^r^s dans 1' uterus de femelles 
20 porteuses pour produire les foetus et les nouveau-n6s, ou 
utilises pour produire des cellules de la masse cellulaire 
interne en culture. 

Le materiel ggn^tique donneur est introduit par 
diffgrents moyens dans la cellule receveuse EnuclE pour 
25 former I'embryon reconstituE. Ggn6ralement le . materiel 
g^ngtique donneur est introduit par fusion en utilisant les 
m§thodes telles que (i) 1' exposition des cellules a des 
agents chimiques favorisant la fusion comme l'6thanol, le 
polyethylene glycol (PEG) ou d'autres glycols ; (ii) 
30 1' utilisation d' agent biochimiques , comme la 

phytohaemagglutinine (PHA) ; (iii) I'utilisation de virus 
inactives, tel le virus Sendai ; (iv) I'utilisation de 
liposomes ; (v) I'utilisation de 1' Electro- fusion. La 
presente invention ne se limite pas a I'utilisation de ces 
35 techniques de fusion et bien que la fusion cellule- 
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cellule soit la methode preferee pour realiser le 
transfert nucleaire McGrath and Solter, 1984; WO 99 
37143), d'autres methodes egalement preferee peuvent 
§tre raise en oeuvre, telle que la micro-injection, de 
5 pr6f6rence la micro-injection du noyau donneur 
(Wakayama et al., 1998). 

Selon la pr§sente invention, la cellule donneuse et 
la cellule receveuse, de preference un ovocyte, 
proviennent du meme animal, ou de deux animaux de la 
10 mgme espece. Selon un autre mode de realisation, la 
cellule donneuse et la cellule receveuse proviennent de 
deux animaux d'esp^ces dif f erentes . 

La combinaison du genome de la cellule donneuse 
activee et de 1' ovocyte activee produit I'embryon 
15 obtenu pkr transfert nucleaire, ou embryon NT (pour 
« nuclear transfer ») , encore appele embryon 
reconstitue, termes qui seront utilises indif f eremment 
dans le present brevet. 

La cellule donneuse selon 1' invention peut §tre 
20 n'iraporte quel type cellulaire qui contient un genome 
ou du materiel genetique, tel que les cellules 
somatiques, les cellules germinales, les cellules 
embryonnaires telles les cellules souches 

pluripotentes, les cellules souches totipotentes,- comme 
25 les cellules souches embryonnaires par exemple 
(cellules ES) . Le terme « cellule somatique » se refere 
^ des cellules diploides dif ferenciees . La cellule 
somatique peut indif f eremment provenir d'un animal, ou 
d'une culture de cellules ou de tissus ayant subi au 
30 moins un passage en culture et ayant et§ congelee ou 
non. Lorsque la cellule somatique derive d'un animal, 
1' animal peut gtre ^ n'importe quel stade de 
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d^veloppement, par exemple un embryon, un foetus ou un 
adulte. Les cellules somatiques comprennent de 
preference et de maniere non limitative les 
f ibroblastes (par exemple^ les fibroblastes primaires) , 
5 les cellules 6pith§liales, les cellules musculaires, 
les cellules cumulus^ les cellules neurales, les 
cellules mammaires, les hepatocytes^ les cellules de 
Langerhans- De preference, les cellules somatiques 
donneuses sent des cellules cumulus. Les cellules 

10 somatiques peuvent §tre obtenues par exemple par 
dissociation de tissus par des moyens mecaniques ou 
enzymatiques (en general par 1' utilisation de trypsine 
ou de proteases) pour obtenir une suspension cellulaire 
qui est en general cultivee jusqu'a l^obtention d'une 

15 monocouche cellulaire confluente. Les cellules 
somatiques peuvent §tre recoltees ou pr^par^es pour la 
cryopreservation et raaintenues congelees jusqu'a une 
utilisation ult^rieure. Les cellules donneuses de 
noyaux sont indif f eremment a I'^tat prolifferatif ou k 

20 I'etat de quiescence • L'etat de quiescence qui 
correspond au stade Go/Gl du cycle cellulaire est 
obtenu chez les cellules en culture par inhibition de 
contact ou par privation en s^rum (Whitfield et al., 
1985). L'6tat proliferatif pent etre considere comme 

25 correspondant k tous les autres stades du cycle 
cellulaire- 

Les cellules receveuses selon la presente 
invention sont de preference des ovocytes, de maniere 
plus pref er^e des ovocytes actives . Les ovocytes 
30 actives sont ceux qui sont a une etape de la division 
cellulaire melotique qui comprend la prophase, 
1' anaphase^ la metaphase, la telophase I et II,. de 



preference la metaphase I, 1' anaphase I, 1' anaphase 11^ 
et de maniere preferee la telophase II. L'' invention 
concerne egalement les ovocytes en metaphase II qui 
sont consideres comme etant dans un etat de repos^ mais 
5 qui peuvent etre actives par des techniques connus de 
I'^hoitme de l^art (WO 00 25578). L'etat de developpement 
de 1' ovocyte est defini par une inspection visuelle de 
1' ovocyte sous un grossissement suffisant. Les ovocytes 
qui sont en telophase II sont par exemple identifies 
10 par la presence d'une protusion de la membrane 
plasmique correspondant au second globule polaire. Les 
methodes pour identifier les differents stades de la 
division cellulaire meiotique sont connues de I'hoitime 
de I'art. 

15 Dif f erentes techniques ont ete decrites pour 

activer les ovocytes^ telles que 1'' utilisation 
d'ionophores de calcium { par exemple la ionomycine) 
(voir brevet US 5 496 720) qui sont des agents qui 
augmentent la permeabilite de la membrane des ovocytes ■ 

20 et permettent au calcium d^entrer dans les ovocytes- 
Egalement I'ethanol qui a les memes effets peut etre 
utilise. Egalement 1' activation des ovocytes peut etre 
realisee par des trains de stimulations electriques qui 
peuvent etre utilises chez le lapin pour contr61er le 

25 taux de calcium dans I'ovocyte (Ozil et Huneau, 2001). 
De preference^ I'' etat deactivation de 1^ ovocyte est 
obtenu par un train d'' impulsions electriques puis 
prolonge chimiquement en cultivant les ovocytes en 
presence d'inhibiteur de proteine kinase tel le 6- 

30 dimethyl-amino-purine (6-DMAP) et/ou en presence 
d'inhibiteur de la synthese peptidique tel la 
cycloheximide (CHX) . L'^etape d' activation de 1' ovocyte 
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peut %tre realisee avant, pendant et/ou apres I'etape 
de fusion du noyau ou de la cellule donneuse avec 
1' ovocyte receveur. 

Les ovocytes peuvent §tre obtenus par maturation 
in vitro de materiel obtenu par ponction folliculaire 
d'ovaires recueillis en abattoirs ou par aspiration des 
ovocytes ^ partir des follicules des ovaires a des 
temps determines du cycle reproductif d'une femelle 
ayant 6te ou non stimulee hormonalement de maniere 
exog^ne (femelle super-ovulees) - Les ovocytes sont 
matures in vivo ou in vitro jusqu'au stade metaphase II 
ou telophase. Tous les ovocytes matures in vivo doivent 
etre r6colt6s par lavage de I'oviducte dans un tampon 
PBS (Phosphate buffered saline). Les ovocytes matures 
15 in vitro sont collectes et transferes dans un milieu de 
culture contenant 10% de s6rum, tel que le serum de 
veau foetal (FCS, « fetal calf serum ») . Les ovocytes 
sont denudes des cellules cumulus puis enuclees tels 
que pr6cedemment d§crits par Adenot et al. (1997) . 
20 La presente invention porte plus particulierement 

sur un proc6d6 de production d'embryons de lapin 
comprenant les etapes suivantes : 

a) evaluer et/ou determiner 1' asynchronie de 
developpement (T) entre deux erabryons de. lapin du 

25 merae §ge : 

- le premier embryon etant produit par 
croisement au temps to d'un male de 
preference vasectomise avec une femelle ayant 
de preference regu un traitement hormonal 
pour augmenter 1' ovulation, le dit premier 
embryon etant au moins cultive et/ou manipul6 
in vitro ; 
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- le second embryon etant produit par 
croisement au temps to d'un male fecond avec 
una femelle ayant de preference regu un 
traitement hormonal pour augmenter 
5 1' ovulation, le second embryon etant 

normalement feconde ou obtenu par activation 
parthenogenetique ; 

1' evaluation et/ou la determination ayant lieu 

au plus tard le jour de 1' implantation uterine 
10 du dit second embryon normalement feconde ou 

obtenu par activation parthenogenetique ; et 

b) transferer un embryon de lapin cultive et/ou 
manipule in vitro, pas plus ag6 que le stade 
blastocyste dans 1' uterus d'une femelle receveuse 

15 ayant ete croisee avec un male vasectomise au temps 

t = to + T (+/-25% T) ; 

c) f acultativement, laisser le dit embryon transfer^ a 
I'etape b) s'implanter et se developper dans 
1' uterus de la dite femelle receveuse. 

20 L' Evaluation et/ou la determination est r4alis6e ^ 

un stade de d§veloppement compris entre les jours Jl et 
JIO post coxtum, de preference entre les jours Jl et 
J8 post coltum. De maniere plus preferee, 1' evaluation 
et/ou la determination est realis6e in vxtro au jours 

25 J3 et J4 post coltum. 

Dans le precede de production d' embryons de lapin 
selon I'' invention^, la dite asynchronie de developpement 
T est de 23 heures +/-25%. De maniere preferee, ladite 
asynchronie est d' environ 20 heures, d' environ 21 

30 heures, d' environ 22 heures^ d' environ 23 heures ou 
d*^ environ 24 heures. 
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le second embryon etant produit par croisement au 
temps to d'un male fecond avec une femelle ayant de 
preference regu un traitement hormonal pour augmenter 
1' ovulation, le second embryon etant normalement f^condS 
ou obtenu par activation parthenogenetique ; 
1' Evaluation et/ou la determination ayant lieu au plus 
tard le jour de 1 ' implantation uterine du dit second 
embryon normalement feconde ou obtenu par activation 
parthenogenetique ; et 

b) transferer un embryon de lapin cultive et/ou 
manipule in vitro, pas plus age que le stade blastocyste 
dans 1' uterus d'une femelle receveuse ayant #t6 croisEe 
avec un male vasectomise au temps t = to + T (+/-25% 
T) ; 

c) facultativement , laisser le dit embryon transfer^ 
a I'etape b) s'implanter et se developper dans 1' uterus 
de la dite femelle receveuse. 

L' Evaluation et/ou la determination est realisee a 
un stade de developpement compris entre les jours Jl et 
iJlO post col turn, de preference entre les jours Jl et «J8 
post col turn de manidre plus preferee entre les jours Jl 
et J7 post coItLzin, De maniere plus preferee, 
1' evaluation et/ou la determination est realisee in 
vitro au jours J3 et J4 post cpltum. De maniere encore 
plus preferee, 1' evaluation et/ou la determination est 
realisee au jour J5 post col turn. 

Dans le precede de production d'embxyons de lapin 
selon 1' invention, la dite asynchronie de developpement 
T est de 23 heures +/-25%. De maniere preferee, ladite 
asynchronie est d' environ 20 heures, d' environ 21 
heures, d' environ 22 heures, d' environ 23 heures ou 
d' environ 24 heures. 



Selon un mode prefere de realisation de 
1' invention;. le dit embryon de lapin cultive et/ou 
manipule in vitro est un embryon transgenique, Selon un 
autre mode prefere de realisation, le dit embryon 
5 cultive et/ou manipule in vitro est un embryon 
reconstitue obtenu par transfert nucleaire. De maniere 
plus preferee, le dit embryon cultive et/ou manipule in 
vitro est un embryon transgenique reconstitue obtenu 
par transfert nucleaire, 

10 Dans le precede de production d' embryons de lapin 

selon la presente invention, le dit embryon transfere a 
I'etape b) est de preference au stade 1, 2 ou 4 
cellules, bien que des stades de developpement " 
ulterieurs puissent etre envisages. 

15 Les embryons de lapin et/ou foetus, nouveaux-nes,* 

lapins adult es, la descendance des lapins adultes, ou- 
les cellules derivees de ceux-ci, produits par un 
precede comprenant ou incluant la methode de production 
d^ embryons de lapin selon 1' invention sont egalement 

20 l''objet de la presente invention. 

invention concerne egalement une methode in vitro 
de clonage de lapin par transfert nucleaire comprenant 
ou incluant un methode de production d' embryons de 
lapins, de preference transgeniques , selon 1' invention. 

25 Plus particulierement cette methode in vitro de clonage 
de lapin par transfert nucleaire comprend les etapes 
de : 

a) insertion d'une cellule donneuse de lapin ou d' un 
noyau de cellule donneuse de lapin dans un ovocyte 
30 enuclee de lapine dans des conditions permettant 

d'obtenir un embryon reconstitue ; 
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b) 
c) 



activation de I'exrO^ryon reconstitue obtenu a 

I'etape a) ; . 
transfert dudit en-^ryon reconstitu. dans une lap.ne 
portause, de sorte que le l'e,nbryon reconstxtue se 
Leloppe en f.tus, et 4ventualle»ent en nouveau 

et e"st ''caract^ris^e en ce .ue la ..thode -prend o 
molut un m^thode de production d' embryons de lap.ns 
ielon X- invention. De pr«.rence, ie t.ansfert de noyau 

> rans le cytoplas„e receveur est effectu. par fus.on de 
ta .elluL donneuse et du cytopia.™e rece.eur ; 
alternative-ent. Xe transfert de noyau dans le 
cytopXas»e receveur eat effectua par „i.ro-rn3ect.on du 
noyau donneur dans le cytoplasme receveur. 

5 Pour r^aliser avec succ.s Xe clonage nucl.axrechez 

aes esp.ces ani^ales ius.u-. pr.sent 

telle tech„ol09ie cc™.e par example le laprn et Xe rat, 
ou c>>ez des esp.ces ani,nalas difficile a -1--'^^;;^ 
.,ala„ent i^ortant .ue la ^^/^^^ 
JO de I'embryon reconstitue sort la plus bre P 

e«et, dans des asp.cas tellas le laprn cette phase 
S survient tr.s rapide^ent par rapport ^ -tras 
esp.ces <S..lla3i, 1966,. La 

procedure deactivation peonet " ■ , 

25 replication da I'ADM (phase S, du premier cycle 
Z3 repxa.".- raoDort a 1' ovulation, 

cellulaire puisse survenxr, par rapport 

S, un moment idantique a celur du deve pp 
La pr*sante invention fournit done des moyens 
duLa la Phase d.activation in vitro '^^ -^^^'=^2 
30 reconstitue, afin de garantir una c-at.qua da 
developpement suffisanta pour qua l'er,^ryon ne se 
retrouve pas an dehors de la fen.tre d' rnplantatxon 
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meme apres desynchronisation . Les inventeurs ont ainsi 
demontre de maniere tout a fait surprenante, que le 
melange de deux drogues, I'une etant un inhibiteur de 
proteine kinase, tel la 6-dimethylaminopurine (6~DMAP), 
5 et d'au moins un inhibiteur de la synthese proteique, 
tel le cycloheximide (CHX) , jusqu'ici utilisees 
separement pour realiser 1' activation des embryons 
reconstitues, permettait d'obtenir une activation plus 
efficace sur des temps plus court tout en limitant les 

10 effets secondaires connus de ces drogues notamment sur 
1' initiation de la phase S et la replication de I'ADN. 
Aussi, dans le precede selon 1' invention, la phase 
deactivation au cours de la culture in vitro est 
realisee par adjonction de preference simultanee, ou 

15 successive ou decalee dans le temps, au milieu de 
culture du dit erabryon reconstitue, d' au inoins un 
inhibiteur de proteine kinase et d'^au moins un 
inhibiteur de la synthese proteique. De maniere 
preferee, la dite activation est realisee par 

20. adjonction simultanee de 6-DMAP et de cycloheximide 
(CHX) . Les concentrations en 6-DMAP et CHX pour 
realiser une telle activation chez le lapin sont 
respectivement comprises entre 1 et 5 millimolaires 
(mM) , de preference 2 mM et 1 a 10 raicrogrammes (|ig) de 

25 preference 5pg par ml. La duree de 1' activation s'etend 
de preference de 30 minutes a 2 heures, de preference 
une heure. L' homme du metier adaptera sans difficulte 
ces parametres en fonction pour d'autres mammiferes que 
le lapin. 

30 La presente invention porte done egalement sur un 

precede deactivation d' embryon reconstitue ou non, 
transgenique ou non, caracterise en ce qu' il comprend 
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I'etape d' a j outer au milieu de culture du dit embryon, 
successivement, simultanement , ou de mani^re d^calie 
dans le temps, au moins un inhibiteur de prot6ine 
kinase, plus particulierement impliqu6e dans la reprise 
5 de la meiose, et de preference la 6-DMAP, et au moins 
un inhibiteur de la synthase proteique, de pr6f6rence 
la cycloheximide (CHX) . 

La presente invention porte aussi sur un precede in 
vitro de clonage de mamraifere tel que prec^demment 
10 d§crit, comprenant les etapes: (i) d' insertion d' une 
cellule donneuse ou d'un noyau de cellule donneuse dans 
un oocyte 6nucl§e de mammifere de la meme espece ou 
d'une espece diff^rente de celle de la cellule 
donneuse, dans des conditions permettant d' obtenir un 
15 embryon reconstitue ; (ii) d'activation de 1' embryon 
reconstitue obtenu a 1' etape (i) ; et de (iii) 
transfert dudit embryon reconstitue dans une femelle 
porteuse de mammifere, de sorte que le 1' embryon 
reconstitue se developpe en fcetus, caract^rise en ce 
20 que la dite activation est realisee par adjonction 
successive, simultanfee, ou decalee dans le temps, au 
milieu de culture du dit embryon reconstitue, d'au 
moins un inhibiteur de proteine kinase, de preference 
la 6-DMAP, et d'au moins un inhibiteur de la synthese 
25 proteique, de preference la cycloheximide (CHX) . De 
preference, la dite activation est realis6e par 
adjonction simultan^e de 6-DMAP et de CHX pour une 
duree d'activation qui s'etend de preference de 30 
minutes a 2 heures, de preference une heure. 
30 C'est egalement un des objets de la presente 

invention de fournir une methode de production d' une 
proteine recombinante par un animal transgenique. 
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notamment de lapin, obtenu par un precede selon 
1' invention. Le transg^ne qui code pour la dite 
prot6ine recombinante n'est pas limite a une sequence 
particulidre d'ADN. La sequence d'ADN du transgene peut 
5 etre d'une origine purement synthetique (par exemple 
r6alis^e en routine a partir d'un synthetiseur d'ADN), 
ou peut deriver de sequences d'ARNm par reverse 
transcription, ou peut deriver directement de sequences 
d'ADN genomique. Lorsque la sequence d'ADN d6rive de 
10 sequences d'ARN par reverse transcription, celle-ci 
peut contenir ou non tout ou partie de sequences non 
codantes telles les introns, selon que la molecule 
d'ARN correspondante a ou non subi, partiellement ou 
totalement, un epissage. Le transgene peut §tre aussi 
petit que quelques centaines de paires de bases d'ADNc 
ou aussi large qu'une centaine de milliers de paires de 
bases d'un locus genique comprenant la sequence codante 
exonique-intronique et les sequences de regulation 
necessaires a I'obtention d'une expression controlee de 
maniere spatio-temporelle. De preference, le segment 
d'ADN recombine a une taille comprise entre 2,5 kb et 
1 000 kb. Quoi qu'il en soit, les segments d'ADN 
recombines peuvent etre inferieurs a 2,5 kb et 
superieurs a 1 000 kb. Le transgene ou la sequence 
25 d'ADN de la presente invention est de preference sous 
forme native, c' est-a-dire derivee directement d'une 
sequence d'ADN exogene naturellement presente dans une 
cellule animale. Cette sequence d'ADN sous forme native 
peut etre modifi^e par exemple par insertion de sites 
30 de restriction necessaires au clonage et/ou par 
insertion de sites de recombinaison site-specif iques 
(sequences lox et flp) . Alternativement, la sequence 
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d'ADN de la presente invention peut avoir 6te cre^e 
artif icielleinent in vitro par les techniques de I'ADN 
recombinant^ en associanf par exemple des portions 
d'ADN g^nomique et d'ADNc* 
5 Le transgene qui code pour la dite proteine 

recorobinante contient de preference des sequences de 
regulation appropri§es pour diriger et contrdler 
i' expression des g^nes codant desdits polypeptides dans 
le ou les type(s) cellulaire (s) approprie (s > . Par 

10 Elements contrSlant 1' expression g^nique^ on entend 
designer toutes les sequences d'ADN impliqu^es dans la 
regulation de 1' expression genique c'est-a-dire 
essentiellement les sequences r^gulatrices de la 
transcription, de I'epissage^ de la traduction. Parmi 

15 les sequences d'ADN regulatrices de la transcription, 
il convient de citer la sequence proraotrice minimale, 
les sequences amonts (par example, la boite SPl, I'IRE 
pour «interferon responsive eleraent», ...) , les sequences 
activatrices (« enhancers ») , event uellement les 

20 sequences inhibitrices (« silencers ») , les sequences 
insulateurs (« insulators ») , les sequences d'epissage. 
Les Elements controlant 1' expression genique permettent 
soit une expression constitutive, ubiquitaire, 
inductible, specif ique d' un type cellulaire {« tissu- 

25 sp6cifique ») ou specif ique d'une 6tape du 
developpement . Ces 616ments peuvent §tre ou non 
heterologues ^ I'organisme, ou §tre naturellement 
presents ou non dans le genome de I'organisme. II est 
Evident qu'en fonction du resultat recherche, I'hoirane 

30 du metier choisira et adaptera les elements de 
regulation de 1' expression des genes. Pour diriger 
1' expression du transgene dans un fluide biologique de 
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1' animal, tel le lait, la sequence regulatrice de la 
transcription utilises est selectionnee dans les 
sequences promotrices des genes actifs specif iquement 
dans les cellules secretant ces fluides biologiques, 
5 telles les cellules des glandes maminaires par exemple 
pour diriger 1*^ expression dans le lait. Parmi les 
fluides biologiques preferes, il convient de citer le 
lait, le sang, le sperme, I'' urine. De maniere preferee, 
la proteine recombinante selon 1' invention est secretee 
10 par les cellules des glandes mammaires dans le lait. 
Ainsi, les sequences promotrices ou promoteurs preferes 
sont ceux qui sont a la fois efficace et specifique 
dans le tissu manmaire. Par efficace, on entend que les 
promoteurs sont forts dans les tissus mammaires et 
15 peuvent supporter la synthese de grande quantity de 
proteine secretee dans le lait, Parmi, ces promoteurs 
il convient de citer les promoteurs de la caseine, de 
la lactoglobuline, de la lactalbumine, qui incluent de 
maniere non limitative les promoteurs a-, p-, et y- 
20 caseine, le promoteur de 1' a~lactalbumine et les 
promoteurs de la p-lactoglobuline . Les promoteurs 
preferes proviennent des rongeurs, souris ou rat, du 
lapin, du pore, de la chevre, du mouton. De maniere 
plus preferee, le promoteur est - celui d'un gene de la 
25 proteine acide du petit lait (WAP, pour whey acidic 
protein) , et le promoteur WAP le plus prefere est un 
promoteur WAP de lapin decrit dans le brevet US 5 965 
7 88, le promoteur WAP de pore, le promoteur WAP de 
souris . 

30 L' utilisation d' un animal transg^nique, notarament 

d'un lapin transgenique, obtenu par un proced6 selon 
1' invention pour la production de proteines 
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recombinantes d'intergt, de preference dans le lait de 
1' animal, est un objet de la presente invention. La 
prot6ine recombinante d' inter§t pent §tre n' import e 
quelle proteine, par example une proteine therapeutique 
telle que la a-, p-. 5-globine , les facteurs de 
coagulation sanguine (facteurs VIII et IX), les 
recepteurs de surface cellulaire, les anticorps, les 
enzymes, etc... et autres proteines necessaires pour par 
exemple corriger des defauts h6rit6s ou acquis chez un 
patient. 

L' invention concerne 6galement 1' utilisation d'un 
animal transgenique, de pr6f6rence d'un lapin 
transg^nique, susceptible d'etre obtenu par la methode 
selon 1' invention, comme module d' etude de pathologies 
humaines. A titre d' exemple de pathologies humaines, il 
convient de citer la mucoviscidose, 1' atherosclerose, 
les cancers, les maladies du metabolisine, les 
pathologies oculaires. Compte tenu des polymorphismes 
gen^tiques presents dans la population, il peut etre 
int^ressant pour analyser ou obtenir une reponse 
physiologique, physiopathologique ou comportementale 
caract6ristique que les animaux transg^niques selon 
1' invention, et notainment les lapins transg6niques 
selon 1' invention presentent des fonds genet iques 
differents. Ainsi, les lapins selon 1' invention 
pourront gtre s61ectionnes dans les races New-Zealand, 
Fauve-de-Bourgogne, Argente-de-Champagne, 
calif orniennes, G6ant-de-Bouscat, toutes races dont 
les sp6cificites zoologiques sont definies dans un 
standard officiel (Le lapin de race, Ed. 
2000 Federation Fran<?aise de Cuniculture (Ed.) et leurs 



croisements notaimnent ceux qui donnent lieu a des 
souches comiaercialisees telle la souche GD22/1077. 

D' autres caracteristiques et avantages de la 
presente invention seront luieux mis en evidence a la 
lecture des examples suivants . 

FIGURES : 

FIGURE 1 : Images confocales d'un embryon reconstitue 
(NT) axL st:adle 1 cellule i mmtmomar que en utiilisant: 
lan ani:±corps anti-alpha txibuline (vert) et de I'ADN 
avec de I'xodure de propxdlum (rouge) . 
(A). Avant le second tour d' 61ectro-stimulation, la 
chromatine apparait condensee dans les chromosomes 
et accroch^e au fuseau ; les f Inches dans I'encart 
(vue agrandie 3 fois de la region du fuseau) 
indique des chromosomes individuels proches des 
p61es du fuseau. (B) . Suite au retrait du CHX et du 
6-DMAP, 72% des embryons reconstitues (NT) (n=25) 
presentent deja un petit noyau et un r^seau micro- 
tubulaire interphasique forme (fldche) , (C) . 1 
heure apres le retrait des drogues, tous les 
embryons reconstitu6s (NT) sont en interphase et 
71% (n=17) d'entre eux presentent un unique et 
large noyau ressemblant au pronucleus comme observ6 
dans les zygotes de lapin. Barre 50 lam* 
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FIGURE 2 ; Developpement: de blastoq^sties reconstrul-ts 
de lapxn avec des cellules cxuualus ou dexxves 
d'oeufs acbxves xn xrxtsro on fecondes in viva, 

(A) , Augmentation in vitro du nombre de cellules 
5 entre les jours J3 et J4 d'embryons r6cuper6s soit 

directement a partir de donneurs (in vivo, n=27) , 
soit cultives a partir du stade une cellule 
(environ 20 heures post HCG) , soit apres 
accouplement naturel (in vitro^ n=4 4) soit par 

10 transfert nucleaire (n=31, NT) ; (B> , Diametre moyen 

et longueur moyenne des disques embryonnaires au 
jour J8 ; (C) , exemple de blastocysts reconstruit 
(obtenu par transfert nucleaire) retarde et 
recupere au jour J8 apres un transfert au stade 4 

15 cellules dans une femelle receveuse asynchrone (- 

16 heures) ; le disque embryonnaire (grande fleche) 
est visible mais le blastocyste est encore entoure 
par une fine couche de protection de I'embryon 
(petite fleche) qui devrait normalement avoir 

20 disparu au jour J7 (Denker, 1981) . Des embryons 

fecondes in vivo sont recoltes soit directement a 
partir de donneurs {in vivo) ou suite a un 
transfert dans des femelles receveuses au stade 1 
cellule (controls) . Les embryons fecondes in vitro 

25 sont collectes au stade 1 cellule (in vitro) . 

FIGURE 3 : Represen-batlon schematicjue du piro-bocole 
u-billse pour le developpement: in viva des ernhzryons 
recons-tx-tues k par-txz: des cellules donneuses 
30 cumulxis. Sauls les embryons transf6r6s au stade 4 
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cellules dans des femelles asynchrones (a 22 
heures) se developpent a teritie, 

FIGURE 4 : Des lapins nes par transfert nucleaixe. (A), 

lapin clone N"" 0107 avec les controles 
correspondants : Al^ expression de la proteine 
auto-fluorescente eGFP (tete de fleche) detect^e 
par microscopie confocale a partir de follicules de 
polls obtenus par une biopsie d'oreille a 1 mois ; 
A2, idem mais la detection est realisee par 
microscopie a transmission lumineuse ; A3, 
amplification du transgene eGFP (PGR 2) et de 
I'exon 10 du gene CFTR utilise comme controle de 
qualite de I'ADN (PGR 1) ; ceci confirme que le 
lapin N° 0107 (lignes 8 et 9) et sa descendance N° 
107B (qui est decede 1* jour apr^s la naissance ; 
lignes 10 et 11) derivent de cellules cumulus de 
donneurs (lignes 12 ^ 13) ; B1-B2, 3 autres lapins 
de 2 autres portees diff^rentes ; les lapins dans 
Bl ont maintenant prouve qu'^ils §taient fertiles. 
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EXEMPLBS 



1) MMTERIEIiS ET METHODBS 

5 1.1) Source des ovocytes et des cellules cumulxts 

Des ovocytes en m6taphase II (Mil) sont collectes a 
partir de lapines « New-Zealand » superovulees par 
injections d' hormones FSH suivies d'une injection 
d' hormone HCG, accouplees ii un mSle vasectoinis6 16 
10 heures apr^s une injection de chorio-gonadotrophine 
Humaine (hCG) . Les ovocytes sont ensuite incubes dans 
0,5% de hyaluronidase pendant 15 min (Sigma) pour 
^liminer les cellules cumulus par un pipetage doux. 
Pour le transfert nucl6aire, les ovocytes sont enuclees 
15 tels que d^crits pr§c6demment (Adenot et al., 1997). 
Simultanement, des cellules cumulus sont prelevees soit 
sur des lapines de race « New-Zealand » ou des lapines 
Fl obtenues par croisement entre des lapins de race 
« New-Zealand » crois^s avec des lapins de race 
20 « Fauves de Bourgogne » ou des femelles lapines Fl 
transgeniques « New-Zealand » comportant 

construction d'ADN avec une sequence codante pour la 
proteine de fluorescence verte augraent^e (eGFP) placee 
sous le contrdle d'un promoteur - EFl (« elongation 
25 factor 1 ») ou d'un promoteur HMG. La fluorescence eGFP 
et les reactions d' amplification PGR sont utilis^es 
comme marqueurs des cellules donneuses cumulus. Les 
cellules cumulus sont ensuite conserv6es a 38°C dans du 
PBS sans calcium ni magnesium supplement^ avec 1% de 
30 PVP 40 000 (polyvinyle pyrolidone (PVP)) avant leur 
utilisation comme cellules donneuses de noyaux. 
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1,2) Aafcxvation des ovocytes et transfert imcleaire 

Pour reconstruire par transfert nucleaire (NT) les 
5 embryons, des cellules cumulus individuelles sont 
inserees par micro-manipulation sous la zone pellucide 
des ovocytes enuclees. Les embryons obterius par 
transfert nucleaire (embryons NT) et les ovocytes Mil 
sont actives de la maniere suivante : 2 phases de 

10 stimulations electriques sont appliquees a 1 heure de 
decalage avec un stimulateur Grass (3 pulses de courant 
continu de 3^2 kV x cm-^ pendant 20 ps chacun dans du 
mannitol 0,3 M contenant 0,.! raM de Ca^"^ et de Mg^"^) , la 
premiere phase induisant la fusion de 1' ovocyte et de ..j 

15 la cellule cumulus. Les embryons reconstitu4s sont- 
maintenus une heure dans un milieu de culture a 38 ^'C. v 
AprSs la seconde phase, les embryons NT sont incubes en ^ 
presence de la cyclohexiraide (5 pg/ml) et de 6-DMAP (2 ■ 
KM) dans du milieu M199 pendant 1 heure ; les ovocytes 

20 sont incubes avec l^une de ces drogues ou les deux 
simultanement pendant 1 heure. Apr6s un lavage extensif 
pour enlever les drogues, les cellules sont ^ nouveau 
remises en culture dans une microgoutte de 50 pi de 
milieu B2 s'uppleraente avec 2,5% de s6rum de veau foetal 

25 (FCS) sous de I'huile min6rale (Sigma M8410) a 38**C 
sous une atmosphere saturee en 5% CO2. Ce protocole 
deactivation est appliqu6 aux embryons NT, environ 18 a 
20 heures apres 1 accouplement des donneurs. 

30 1,3) Analyse des stades preimplantatoxres 
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L' organisation microtubulaire et la chromatine dans 
les embryons NT au stade 1 cellule sent observes tel 
que precedeniment decrit (Adenot et al., 1997), except^ 
que I'etat de fixation dure 20 min k SVc et que le 
5 milieu de montage est du Vectashield (Vector 
Laboratories). Les taux de clivage des embryons NT et 
des parth^notes sont evalues de 21 heures A 23 heures 
aprds r electro stimulation. Les taux de d^veloppement 
jusqu'au stade blastocyste sont estimes apr§s une 
10 culture in vitro de 3 a 4 jours. Pour 1' evaluation du 
nombre de cellules, les embryons sont fix^s tel que 
precedemment decrit, puis colores avec du Hoechst 33442 
a 1 pg/ml puis montes sur des lames a puits dans du 
Vectashield et analyses sous epif luorescence. Les 
15 contrdles sont des blastocystes qui se sont soit 
developpes in vitro a partir d' un embryon 1 cellule 
collects a partir une lapine superovulee ou qui se 
sont developpes in vivo a partir de femelles non 
superovul6es croisees avec un male puis sacrifiees 3 ou 
20 4 jours plus tard. 

1.4)Developpemenfe in vivo : 

Les femelles receveuses sont croisees avec un male 
vasectomis6 soit au m#me moment ou 16 heures ou 22 

25 heures apr^s le croisement des femelles donneuses 
d' ovocytes avec un mSle vasectomise. Dans le cas de 
femelles synchrones (C est-a-dire croisees au meme 
moment que les femelles donneuses d' ovocytes) les 
embryons reconstitues NT sont transplantes au stade 1 

30 cellule 1 k 3 heures apres 1' activation ou sont 
transplantes au stade 4 cellules apres une culture 
pendant la nuit. Dans le cas de femelles receveuses 
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asynchrones (c' est-a-dire croisees 16 heures ou 22 
. heures apr^s les femelles donneuses d' ovocytes), les 
embryons reconstitues NT sent transplantes soit au 
stade 1 cellule ou soit au stade 4 cellules aprds une 
culture sur la nuit . Les embryons sont transplantes 
chirurgicalement S travers 1' infondibulura dans chacun 
des oviductes des femelles receveuses. Le taux 
d' implantation de parthenotes et d' embryons NT est 
evalue apr^s sacrifice des femelles receveuses au jour 
J8. La grossesse est determinee par palpation 13 ou 14 
jours apr^s la transplantation des embryons et les 
femelles receveuses enceintes sont accouch^es par 
c^sarienne 31 jours apres 1' accouplement . 

15 1,5) Analyse PGR 

La presence de marqueurs transg^niques GFP est 
detect^e par PGR en utilisant un primer-sens (SEQ ID N" 
1) et une amorce antisens (SEQ ID N° 2) (GENSET, 
France). Pour controler la qualite de I'ADN, la PCR est 
realisee sur 300 k 400 ng d'ADN prepares avec le kit 
d' extraction de tissus (QIAGEN, USA) avec 1' amorce-sens 
(SEQ ID N*" 3) et I'amorce antisens (SEQ ID N° 4) qui 
couvre I'exon 10 du gene CFTR du lapin (GENSET, 
France) . Les amplifications sont realisees avec de la 
25 Taq Polymerase (Q.BIOGEN, France) a travers 35 cycles 
d' amplification, de la fagon suivante : 94 °C pendant 20 
s, 57 °C pendant 30 s et 72 "c pendant 1 min. La taille 
des fragments amplifies est de 24 0 paires de bases pour 
le gene CFTR et de 350 paires de bases pour le 
30 transg^ne eGFP. Les fragments de PCR sont separes sur 
un gel d' agarose a 1,5% dans du TAE (Tris Acetate EDTA) 
puis color^s avec du bromure d'ethydium et sont 
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compares k une echelle de 100 paires de bases utilisee 
comme marqueur de taille (BIOLABS, Angleterre) . Les 
controles negatifs sont constitues par de I'eau 
bidistill^e et de I'ADN de la femelle receveuse, alors 
5 que le controle positif correspond d de I'ADN de 
fibroblaste transg^nique cultiv6. 

2) ACTIVATIOM^ agPECT NPCLE&IRE ET DEVELOPPEMENl? IN 
VITRO PES ESMBRYONS DE IiAPIN RECONSTITDES OBTENUS 
10 PAR TRANSFERT NCrCI»EAIBE 

Les Inventeurs ont precedeinment d^crit (Adenot et 
al., 1997) que les ovocytes ovules de lapines vieillis 
dans les oviductes avant leur collecte (vieillissement 
in vivo) f f orment des pronuclei durant une periode 

15 d'une heure apres 1'' activation par un stimuli: ceci 
correspond k un temps 3 fois plus rapide que lorsque 
les ovocytes fralchement ovules sont cultives jusqu'au 
mSine age (vieillissement In vitro) . 

Lorsque des ovocytes sont actives en presence de 

20 I'inhibiteur de la phosphorylation proteique (6-DMAP), 
ces ovocytes forment des pronuclei plus rapidement que 
le feraient des ovocytes Sges in vivo (donn^es non 
publi4es des inventeurs) . Ainsi, les conditions 
deactivation peuvent alt6rer de maniere importante le 

25 timing de la formation nucleaire des zygotes de lapin. 
A 1' inverse, d'autres especes de marnmiferes, le zygotes 
de lapin a la particularity d' entrer dans la phase S 
tr^s tot apres I'activation (Szoll5si, 1966). Ceci 
indique que la duree de la m^taphase II (Mil) jusqu' a 

30 la transition interphasique doit §tre examinee avec 
attention lorsque 1' on etablit un protocole 
d' activation pour le transfert nucleaire dans cette 




espdce. Dans le clonage somatique de mammifere, le 6- 
DMAP ou I'inhibiteur de synthase proteique 
cycloheximide (CHX) sont souvent utilises suite a 
1' activation d'embryons obtenus par transfert nucleaire 
5 (NT) par des agents augmentant la concentration en 
calcium intracellulaire. Ces drogues favorisent 
1' inactivation de cdc2/cyclin-B et des kinases ERK/MAP 
impliqu^es dans 1' arret des ovocytes au stade Mil. La 
cycloheximide neanmoins inhibe egalement la replication 
10 de I'ADN dans les ovocytes actives (Moos et al.r 1996 ; 
Soloy et al.r 1997) et la 6-DMAP peut egalement 
affecter 1' activity kinase connue pour etre impliquee 
dans la regulation du cycle cellulaire (Meyer et al., 
1997), Les inventeurs ont done consideres qu'une 

15 incubation d' 1 heure avec du CHX et/ou du 6-DMAP apres 
une activation des ovocytes pourrait etre suffisante 
pour I'espece lapin. Les experiences precedentes^ 
infructueuses^ de clonage somatique du lapin 
utilisaient une incubation en 6~DMAP de 2 (Yin et al.^ 

20 2000 ; Dinnyes et al., 2001) ou de 4 (Mitalipov et al., 
1999) heures. Dans la presente invention, les 
inventeurs ont trouve que des ovocytes Mil actives 
electriquement, exposes 1 heure a de la CHX (n = 48), 
6-DMAP (n = 48) ou a un melange des 2 drogues (n = 

25 130) se clivent de maniere efficace au stade 2 cellules 
(94%, 96% et 100% respectivement ) . Neanmoins, il se 
d^veloppe au stade blastocyste de maniere 
signif icativement meilleure lorsqu'^ils sont exposes 
simultanement au CHX et au 6-DMAP (89%) ou au 6-DMAP 

30 seul (79%) que au CHX seul (50%) (tableau 1). Ces taux 
sont superieurs (Dinnyes et ai . , 2001 ; Mitalipov et 
al.r 1999) ou similaires (Yin et ai,, 2000) a ceux 
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rapportes par d'autres chercheurs qui utilisent pour 
traiter les ovocytes la 6-DMAP pendant 2 heures apres 
l'61ectro stimulation (Yin et al,, 2000 ; Dinnyes et 
al., 2001) ou pendant 4 heures apr^s 
5 1' Electrostimulation (Mitalipov et al., 1999 ; Dinnyes 
et al.r 2001 ) ou qui utilisent 1' ionomycine (Mitalipov 

et al.r 1999) • 

Les inventeurs ont utilise un protocole 
deactivation utilisant un melange CHX/6-DMAP pour 
10 reconstruire des embryons NT avec un noyau fraichement 
collects de cellules-cumulus. Les inventeurs ont choisi 
ce type de cellules, consider^ comme arrM au stade 
Gl/GO de leur cycle cellulaire, parce que ces cellules 
ont ete initialement utilisees comme un module pour 
15 d^montrer la faisabilite du clonage somatique (Wakayama 
et al.r 1998 ; Wells et al . , 1999). Les observations au 
microscope confocal d' embryons NT fixes juste avant la 
seconds phase d' electro-stimulation montrent que la 
chromatine est condensee en chromosomes et associee au 
20 fuseau (N = 14 ; fig. lA) . Cette condensation r6sulte 
de la haute activity MPF dans le cytoplaste receveur 
(Campbell et al., 1996). Quoiqu' il en soit, un 
agencement typique des chromosomes caracteristiques des 
ovocytes MIX n'a pas ete observe. Au lieu de cela, des 
25 chromosomes collapses ferment un plateau metaphasique 
mal aligne et des chromosomes individuels sont parfois 
observes proches des poles du fuseau (fig. lA, insert). 
Cette structure chromatinienne inhabituelle, 

probablement li6e au stade nucleaire du noyau donneur 
30 (Wakayama et al., 1998) est compatible avec un 
d^veloppement jusqu'a son terme chez la souris 
(Wakayama et ai-, 1998 ; Wakayama et al . , 1999). Apr^s 




avoir ^limine les drogues, les inventeurs ont observe 
que 72% des ernbryons de lapin NT (N = 25) exhibaient 
ddja une chromatine interphasique et une organisation 
microtubulaire (fig- IB) . 1 heure apr^s, tous les 
5 ernbryons etaient en interphase et 71% d'entre eux (N = 
17) montraient une structure pronucleaire large et 
unique (fig. IC) comme celle observ6e chez les zygotes 
de lapin (donnees non montr^es) * De ces observations^ 
les inventeurs ont conclu que la transition metaphase 
10 II vers interphase est rapide dans les ernbryons NT 
reconstitu§s et conduisent ^ un remodelage appareitiment 
normal de la chromatine etrangere par le cytoplasme de 
1' ovocyte . 

Lorsque les ernbryons NT sont laiss§s en culture 
15 (n = 135), 93% d'^entre eux se clivent au stade deux 
cellules et 47% d'entre. eux se developpent en 
blastocystes. Les taux de d^veloppement pr6- 
iinplantatoires pr6alablement obtenus dans des. 
experiences de clonage somatique chez le lapin etaient 
20 bien plus bas (16 d 30%) que ce soit avec des cellules- 
cumulus (Yin et ai . , 2000) ou des fibroblastes donneurs 
(Dinnyes et al.r 2001 ; Mitalipov et al.r 1999). 

Les ernbryons NT atteignent le stade blastocyste im 
vitro au jour J3 (J3) comme le font les zygotes et les 
25 parth6notes, mais leur croissance d^terminee par le 
nombre compt6 de cellules, est plus lente, ce qui a 
pour consequence que ces ernbryons NT ont un 
d6veloppement au jour J4 d' environ 1 jour en arriere 
(fig. 2A) . 

30 

3) DEVELOPPEMENT TN VIVO D^EHBRYONS DE lAPIN OBTENUS 



PAR TRANSFERT ITUCLEAIRE 
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Dans les especes de lapins, le developpement in 
vivo des blastocystes est rapide et important- Ce 
developpement se propage sur les parois avoisinantes de 
1' uterus, de telle sorte que la position individuelle 
5 des blastocystes devient rapidement reconnaissable en 
tant que sites d' implantation des le stade J6 dans les 
cornes uterines de femelles receveuses sacrifiees 
(Denker, 1981). Les inventeurs ont trouve que des 
embryons obtenus par transfert nucleaire pouvaient 

10 former des sites d^ implantation a un transfert au stage 
1 ou 4 cellule (s) dans 1' uterus de femelles receveuses 
synchrones (c' est-S-dire crois§es avec un male 
vasectomise au meme moment que les femelles donneuses 
de noyaux) . N6anmoins, le nombre de sites 

15 d' implantation des blastocystes obtenus par transfert 
nucleaires (NT) est moins important qu'avec ceux des 
contr61es et des parth^notes (tableau 2) ; aucune 
structure embryonnaire obtenue par NT ne peut §tre mise 
en Evidence suite a la dissection des cornes uterines 

20 au jour J8 • 

Lorsque des embryons NT au stade 4 cellules sont 
transfer's dans des femelles receveuses asynchrones 
crois§es 16 heures apres les femelles donneuses (fig. 
3)^ le taux d' implantation augmente (tableau 2) et 

25 n'est pas signif icativement different de celui obtenu 
avec les cont roles (transfert synchrone) ou avec les 
parthenotes (transfert synchrone ou asynchrone) . Dans 
ces conditions, les inventeurs ont pu collecter des 
embryons au stade blastocyste avanc' ; ces embryons 

30 pr'sentent un disque embryonnaire plat (fig. 2C grande 
fleche) d' environ 1,1 mm de longueur 

{n - 8, gamrae 0,8 - 1,5 mm) et tous sauf un sont encore 
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clairement entoures d'une fine couche de protection de 
materiel extra-cellulaire (petite fl^che, fig. 2C) qui 
a 6t6 pr ogres si vement apposee ^ la surface des embryons 
de lapin tout au long du transit dans le tractus 
5 genital femelle. La dissolution de ces muco-substances 
depend des actions synergiques des blastocystes et de 
I'endometre (Denker et aJ., 1975) et contribue a 
g§n6rer une fenetre tr^s etroite d' implantation dans 
cette esp^ce. Lorsque ces embryons sont examines avec 
10 attention k partir du pole abembryonique, aucune 
desorganisation apparente de la couverture ne peut etre 
observee indiquant que les blastocystes obtenus par 
transfert nucleaire etaient equivalents pour le moins 
aux embryons normaux au stade J7 (Denker, 1981) . Aucune 
15 des femelles receveuses transplantees, soit de maniere 
synchrone ou asynchrone (16 heures) ne peut §tre 
diagnostiquee enceinte a la mi-gestation (tableau 3), 
mgme lorsqu'on leur a transfere des embryons 
« helpers » non manipul^s d'une autre race de lapin 
20 (fauves de Bourgogne ; donn^es non raontrees) ou 
lorsqu'on leur a transfer^ un exces d' embryons obtenus 
par transfert nucl6aire (jusqu'^ 39 par femelle, 
donn6es non montrees) . Ces observations suggerent que 
seulement tr^s peu des blastocystes, obtenus par 
25 transfert nucleaire peuvent s'implanter parce que leur 
developpement n'est pas retarde. Ceci a 6te confirme 
par le fait que, lorsqu'on effectue un examen au jour 
J8, les inventeurs peuvent observer dans un cas un 
blastocyste obtenu par transfert nucleaire deja 
30 adherent k l'6pith61ium uterin (donn§es non montrees), 
ce blastocyste etant tres similaire en taille au 
contrSle normalement implante (ganune 1,1 a 2,6 mm, fig. 
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2B) . Bien qu'ils soient plus petits que les embryons 
norniaux in vivo au stade J8 (Gottschewski et al., 1973) 
(fig. 2B) , ces contrSles peuvent normalement se 
developper jusqu'^ terme suite ^ un transfert au stade 
5 1 ou 4 cellule (s) dans des femelles receveuses 
synchrones (donnSes non montrfees) . 

Les inventeurs ont ainsi 6tendu 1' asynchronie entre 
des femelles donneuses et des femelles receveuses de 16 
a 22 heures (fig* 3) . Une telle asynchronie marquee a 

10 des stades de clivage pr^coce du d^veloppement a 
jamais ete realisee par le passe avec des embryons 
obtenus par transfert nucl6aire et est compatible avec 
un developpement a terme de zygotes. Dans ces 
conditions, 10/27 (37%) des femelles receveuses 

15 asynchrones (22 heures) ont 4te diagnostiquees 
enceintes apres palpation au jour J14. A partir de ces 
femelles, 4 (40%) ont donn6 naissance au jour J31 k 6 
lapereaux vivants (fig- 4) pesant de 30 a 90 g (poids 
moyen ; 65 g) . Une telle variabilite est egalement 

20 observ^e lorsque les lapereaux sont nes d'une port^e 
d'une taille reduite (de 1^4 foetus) ce qui survient 
de maniere occasionnelle dans I'animalerie notarament 
quand les lapins sont issus d' embryons micro-inject 6s 
avec des solutions d'ADN au stade " pro-noyau. 

25 expression du marqueur transgenique eGFP k partir des 
follicules pileux des la naissance (fig. 4) et A partir 
de lymphocytes obtenus a I'Sge de 1 mois environ 
(donnees non montrees) confirme que les lapereaux 
r^sultent bien de transfert nucl^aire de cellules- 

30 cumulus. Des lapereaux ayant une apparence 
morphologique normale (poids respectifs : 90 et 30 g) 
sont d6c6des 1 jour apres la naissance et, pour I'un 



d'entre eux, les inventeurs suspectent une d^ficience 
dans le processus d' adoption par la mfere allaitante. 
Les 4 autres lapereaux se sont developp6s normalement 
et deux d'entre eux (fig. 4, en bas a gauche) se sont 
5 reproduits et ont donn6 naissance a respect ivement 7 et 
8 jeunes lapereaux sains suite ^ un croisement naturel. 

La pr6sente invention permet de surmonter les 
limitations rencontr6es lors du clonage de certaines 
10 esp^ces de mammif^re consideree coniine difficiles a 
doner jusqu'a present, telles le lapin (Solter 2000). 
Ces limitations peuvent Stre surmont^es en prenant en 
compte les differences apparemment tenues entre les. 
d^veloppements de 1' ovocyte et embryonnaire precoce. 

15 Les r^sultats pr6sent6s par les inventeurs indiquent 
done que le clonage somatique peut etre realise avec , 
succds dans n'importe quelle esp^ce de mammifere. De.' 
mani^re surprenante, un timing 6courte, des procedures 
d' activation classiques et une asynchromie de presque 1 

20 jour lors du transfert des embryons reconstruits dans 
des femelles receveuses retard^es compensent le retard 
du d^veloppement qui existe deja au moment du premier 
clivage et semblent avoir un effet decisif sur 
. I'obtention d' embryons de lapins obtenus par transfert 

25 nucleaire. 



Le precede d'obtention de lapin par clonage 
nucleaire est d'un grand intdrgt industriel notamment 
pour I'obtention de lapins transginiques exprimant une 
prot6ine d'interSt, ou pour la genese de modele animaux 
de pathologies humaines. 
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Tableau 1. Ef fet de diff^rents traitements sur le 
d^veloppement in xriteo apres activation parthenog4nicnie 
d' ovocytes de lapine 



Traitement 3 

Activation 
61ectrique 
1 heure 

d' incubation dans 
du M 199 


d' ovocytes 
utilises 


tTombre 

d' ovocytes 

olives (%> 


Nombre de 
blastocystes 


+ 












CHX 


30 min 


48 


41 


(85.4) 


19 (39.6) 


CHX 


1 h 


48 


45 


(93.7) 


24 (50.0) 


CHX 


4 h 


48 


47 


(97.9) 


25 (52.1) 


6-DMAP 


30 min 


48 


43 


(89.6) 


32 (66.7) 


6-DMAP 


1 h 


48 


46 


(95.8) 


38 (72.9) 


6-DMAP 


1 h 


48 


47 


(97.9) 


35 (72.9) 


CHX/6DMAP 


30 min 


52 


45 


(93.7) 


37 (71.1) 


CHX/6DMAP 


\ h 


130 


130 


(100-0) 


116. (89.6) . 


CHX/6DMAP 1 h 
(ovocytes 
reconst itues ) 


36 


36 


(100.0) 


32 (88.9) 



.0 



(CHX : cycloheKimide ; 6-DMAP : 6-diin6thylaininopurine) 



Tableau 2 > Implantation apr^s transfert dans des femelles 
xeceveu3es synchrones et asynchrones (-16 heures) 



Femelles 
Type de receveuses 
Type femelles enceintes au 

d'embryons receveuses jour J8 /Total 

des 
Femelles 
receveuses 
transferees 



Noinbre de sites 
d' implantation 
/Nbre d' embryons 
transf^r^s dans 
des femelles 

receveuses 
enceintes (%) 



Nombre de 
blastocystes 
implant 6s / 

nombre de 
femelles 

receveuses 



Controle Synchrone 



Parthenotes Synchrone 



NT 



Synchrone 



Parthenotes asynchrone 



NT 



asynchrone 



5/6 
8/20 
5/16 

5/9 
6/13 



15 / 54 (27,8%) 



17 / 78 (21,8%) 



7/91 (7,7%) 



15 / 44 (34,1%) 



12/ 59 (20.3%) 



9/9 
0/1 

0 
3/3 
1/7 



I er aepot 
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Tableau 3 . Developpement in vxvo d' embrYons recozis-tlt^ues de lap±n par 

Irransfert: nucleaxre somat^ique 



Type de femelles receveuses 



Synchrone Asynchrone Asynchrone 
(-16h) {"22h) 



Stade des embryons 



1-cellule 



1-cellule 4-cellules 



Norabre d' embryons reconstitu^s 
[Nombre de r§plicats] 



554 
[19] 



523 
[18] 



775 
[27] 



Nombre d' embryons fusionnes 

[% provenant d' embryons reconstitues] 



427 
[77.1] 



34 6 
[66,2] 



612 
[79.0] 



Nombre total transf6r§s 

[% provenant d' embryons fusionnes] 



367 
[100.0] 



34 6 
[100.0] 



371 
[60.6] 



Nombre de femelles receveuses 
transferees 



19 



18 



27 



Nombre de femelles receveuses 
enceintes au jour J14 [de femelles 
transferees] 



10 
[37.0] 



Nombre de femelles receveuses ayant 
rais bas [% de femelles transferees] 



4* 
[14.8] 



Nombre de lapereaux nes 
[% d' embryons transferes] 



6 

[1-6] 



Nombre de lapereaux vivants au moment 
du sevrage 



Poids moyens des lapereaux a la 
naissance (en gr) 



65 ± 20* 



* avortements entre les jours J15 et J29 de la grossesse 
(13 cotyledons et fcBtus degeneres ont ete recuperes) 

+ poids moyens des .lapereaux a la naissance dans I'' animalerie des 
inventeurs, pour des portees de nombre equivalent : 55.8gr ± 
17.0 
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KBVENDICATIOWS 



1. Methods de production d' embryons de mammif^res 
5 non humains comprenant les etapes suivantes : 

(a) Evaluer et/ou determiner 1' asynchronie de 
developpement (T) entre deux embryons de m§me espece et 
du mSine age : 

(i) le premier embryon 6tant produit par 
10 croisement au temps to d'un male de pr6f6rence 

vasectomise avec une femelle ayant de pr6f6rence 
regu un traitement hormonal pour augmenter 
1' ovulation, le dit premier embryon etant au moins 
cultive et/ou raanipule in vitro ; 

1® second embryon etant produit par 
croisement au temps to'd'un mSle fecond avec une 
femelle ayant de pr^f^rence regu un traitement 
hormonal pour augmenter 1' ovulation, le dit second 
embryon etant normalement f6conde ou obtenu par 
20 activation parthenogenetigue, 

1' evaluation et/ou la determination ayant lieu au plus 
tard le jour de 1' implantation uterine du dit second 
embryon et ; 

(b) transferer un embryon au moins cultiv^ et/ou 
25 manipule in vitro dans I'uterus d'une femelle receveuse 

ayant ete croisee avec un male vasectomis§ au temps t = 
to + T (+/- 25%T) ; 

(c) facultativement, laisser le dit embryon 
transfer^ a l'6tape b) s'implanter et se 

30 developper dans 1' uterus de la dite femelle receveuse. 
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REVEMDICATIONS 



1, Precede de production de mammiferes non humains 
5 comprenant les 6tapes suivantes : 

(a) Evaluer et/ou determiner 1' asynchronie de 
developpement (T) entre deux embryons de meme espece et 

du meme eige : 

(i) le premier embryon 6tant produit par 
10 croisement au temps to d'un mSle de preference 

vasectomis6 avec une femelle ayant de preference 
re(?u un traitement hormonal pour augmenter 
1' ovulation, le dit premier embryon etant au moins 
cultive et/ou manipule in vitro ; 
15 (ii) le second enibryon etant produit par 

croisement au temps to d'un mSle f6cond avec une 
femelle ayant de preference regu un traitement 
hormonal pour augmenter 1' ovulation, le dit second 
embryon etant normalement feconde ou obtenu par 
20 activation parthenogenetique, 

1' evaluation et/ou la determination ayant lieu au plus 
tard le jour de 1' implantation uterine du dit second 
embryon et; 

(b) determiner le temps t= to + T (± 25% T) de 
25 croisement d' une femelle receveuse avec un mSle 

vasectomise, avant le transfert facultatif d'un embryon 
au moins cultive et/ou manipuie in vitro dans 1' uterus 
de ladite femelle receveuse; 

(c) facultativement, laisser le dit embryon 
30 transfere a 1' etape b) s'implanter et se 

developper dans 1' uterus de la dite femelle receveuse. 
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2. Proc6d6 selon la revendi cation 1, caracterisee 
en ce que le dit premier erabryon est cultive et/ou 
manipule in vitro au plus tard jusqu'au jour de 
1' implantation . 

3- Precede selon les revendications 1 a 2, 
caract6ris§e en ce que 1' evaluation et/ou la 
determination est realises ^ un stade de developpement 
choisi parmi, le stade 1 cellule, le stade 2 cellules, 
le stade 4 cellules, le stade 8 cellules, le stade 16 
cellules, le stade morula, le stade blastocyste. 



4. Precede selon la revendication 3, caracterisee 
en ce que 1' evaluation et/ou la determination est 

15 realisee au stade blastocyste. 

5. Precede selon la revendication 1 a 4, 
caracterisee en ce que 1' evaluation et/ou la 
determination de 1' asynchronie de developpement T est 

20 realisee par coraptage cellulaire. 

6. Procede selon les revendications 1 a 5, 
caracterisee en ce que la dite asynchronie de 
d§veloppement T est d'au.moins 15 heures.. 



7. Procede selon la revendication 6, caracterisee 
en ce que la dite asynchronie de developpement T est de 
24 heures. 



8. Procede selon les revendications 1 A 7, 
caracterisee en ce que le dit embryon transfere a 
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2. Precede selon la revendication 1, caracterise en 
ce que le dit premier embryon est cultive et/ou 
manipule in vitro au plus tard jusqu' au jour de 

5 1' implantation. 

3. Procede selon les revendications 1 a 2, 
caracterise en ce que 1' evaluation et/ou la 
determination est realisee a un stade de developpement 

10 choisi parmi, le stade 1 cellule, le stade 2 cellules, 
le stade 4 cellules, le stade 8 cellules, le stade 16 
cellules, le stade morula, le stade blastocyste. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en 
15 ce que 1' evaluation et/ou la determination est realisee 

au stade blastocyste. 

5. Procede selon les revendications 1 a 4, 
caracterise en ce que 1' evaluation et/ou la 

20 determination de 1' asynchronie de developpement T est 
realisee par comptage cellulaire. 

6. Procede selon les revendications 1^5, 
caracterise .en. ce . .que. .la .dite asynchronie de 

25 developpement T est d'au moins 15 heures. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en 
ce que la dite asynchronie de developpement T est de 24 
heures. 

30 ^ 

8. Precede selon les revendjLcations 1 ^ 7, 
caracterise en ce que le dit eirJDryon transfers a 




I'^etape b) est cultiv6 dans les m§mes conditions que le 
dit premier embryon. 

9. Procede selon les revendi cations 1 a 8, 
5 caracteris6e en ce que le dit embryon trans fere a 

I'etape b) est au stade 1 cellule. 

10. Proced§ selon les revendi cations 1 a 8, 
caracterisee en ce que le dit embryon transfere a 

10 I'etape b) , est au stade 2 cellules. 

11- Precede selon les revendications 1 a 8^ 
caracterisee en ce que le dit embryon, transfere a 
etape (b), est au stade 4 cellules, 

15 

12. Proced6 selon les revendications 1 a 11 : 
caracteris6e en ce que le dit embryon transfere se 
d6veloppe en foetus. 

20 13. Procede selon la revendication 12 caracterisee 

en ce que le dit foetus se developpe en nouveau~ne. 

14, Precede selon les revendications 1 a 13, 
caracterisee en ce que le dit embryon cultive et/ou 

25 manipule In vitro est un embryon trans geni que . 

15. Procede selon les revendications 1 a 13, 
caracterisee en ce que le dit embryon cultive et/ou 
manipul6 in vitro est un embryon reconstitue obtenu par 

30 transfert nucl6aire. 
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l'6tape b) est cultiv6 dans les meraes conditions que le 
dit premier embryon. 

9. Precede selon les revendications 1 ^ 8, 
5 caract^risfe en ce que le dit embryon transf6r6 a 

l'6tape b) est au stade 1 cellule. 

10. Proced6 selon les revendications 1 a 8, 
caract§rise en ce que le dit embryon transfere a 

10 I'etape b) / est au stade 2 cellules. 

11. Precede selon les revendications 1 a 8, 
caract6rise en ce que le dit embryon, transf^r^ a etape 
(b) , est au stade 4 cellules. 

15 

12. Proc^de selon les revendications 1 a 11 
caractirisfe en ce que le developpement du dit embryon 
transf6r6 est axrM au stade embryonnaire ou foetal. 

20 13. Proc6d6 selon les revendications 1 a 12, 

caracterise en ce que le dit embryon cultive et/ou 
manipul^ in vitro est un embryon transg^nique. 

14. Proc6d6 selon les -revendications 1 a 12, 
25 caracterise en ce que le dit embryon cultive et/ou 

manipule in vitro est un embryon reconstitue obtenu par 
transfert nucleaire. 

15. Precede selon les revendications 1 a 12, 
30 caracterise en ce que le dit embryon cultive et/ou 

manipule in vitro est un embryon transgenique 
reconstitue obtenu par transfert nucl6aire. 



16. Proc6d6 selon les revendications 1 a 13, 
caracteris6e en ce que le dit embryon cultive et/ou 
manipule In vitro est un embryon transgenique 
reconstitu6 obtenu par transfert nucleaire. 

17. Precede selon les revendications 1 ^ 16, 
caract6ris6e en ce que le dit martanif^re est selectionne 
parmi les rongeurs, les lagomorphes, les ongules, les 
equid€s, les primates, excepts I'homme. 

18. Precede selon la revendication 17, caracterisee 
en ce que le dit mainmifere est un rongeur selectionne 
panai la souris, le rat, le hamster, le cochon d'Inde. 

15 19. Precede selon la revendication 17, caracterisee 

en ce que le dit ongules est selectionne parmi les 
bovins, les ovins, les caprins, les porcins. 
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20. Precede selon la revendication 17, caracterisee 
en ce que le dit lagomorphe est le lapin. 



21. Embryon de mammifere excepte I'homme et/eu 
foetus, neuveau-ne, mammifere adulte, ou cellules 
derives de ceux-ci, _ produit par un proced§ cemprenant 
25 ou incluant le precede selon I'une des revendications 1 
k 20. 



22. Embryon de mammifere transgenique excepte 
I'homme et/ou foetus, neuveau-ne, mammifdre adulte ou 
cellules derives de ceux-ci, produit par un precede 
comprenant ou incluant le precede selon I'une des 
revendications 1 ^ 20. 
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16. Precede selon les revendications 1 ^ 15, 
caract6ris6 en ce que le dit mammifere est selectionne 
parrai les rongeurs, les lagomorphes , les ongul^s, les 

5 6quid6s, les primates, except^ I'homme. 

17. Proc^d4 selon la revendication 16, caracteris^ 
en ce que le dit mammifere est un rongeur selectionn^ 
parmi la souris, le rat, le hamster, le cochon d'Inde. 

10 

18. Proc6d6 selon la revendication 16, caracterise 
en ce que le dit ongules est selectionne parmi les 
bovins, les ovins, les caprins, les porcins. 

15 19. Precede selon la revendication 16, caracterise 

en ce que le dit lagomorphe est le lapin. 

20. Embryon de mammifere excepte I'homme et/ou 
foetus, nouveau-ne, mammifere adulte ou leur 

20 descendance, ou cellules derivees de ceux-ci, produit 
par un proc6d6 selon I'une des revendications 1 ^ 19. 

21. Embryon de mammifere transgenique except^ 
I'homme et/ou foetus, nouveau-ne, mammifere adulte ou 

25 leur descendance, ou cellules derivees de ceux-ci, 
produit par un precede selon I'une des revendications 1 
a 19. 
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23. Embryon de mammifere, excepte l^homme, 
reconstitue in vitro obtenu par transfert nucleaire, 
et/ou foetus, nouveau-n6, niammif^re adulte, ou cellules 

5 derives de ceux-ci, produit par un proced§ comprenant 
ou incluant le precede selon I'une des revendications 1 
^ 20, 

24. Descendance du dit mammifere adulte selon la 
10 revendications 21 ^ 23. 

25. Precede in vitro de clonage de mainmif ere par 
transfert nucleaire comprenant ou incluant un procede 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 20. 

15 

26. Procedfe de production d' embryons de lapin 
comprenant les etapes suivantes : 

a) evaluer et/ou determiner 1'' asynchronie de 
developpement (T) entre deux embryons de lapin du 
20 m§me age : 

le premier embryon etant produit par 
croisement au temps to d' un male de 
preference vasectomise avec une femelle ayant 
de preference regu - un traitement hormonal 
25 pour augmenter 1' ovulation, le dit premier 

embryon etant au moins cultive et/ou manipule 
in vi tro ; 

- le second embryon §tant produit par 
croisement au temps to d'un male f^cond avec 
30 une femelle ayant de pr6f6rence regu un 

traitement hormonal pour augmenter 
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22. Embryon de mammif^re, excepts 1' homme, 
reconstitu^ in vitro obtenu par transfert nucleaire, 
et/ou fcetus, nouveau-ne, maitimifere adults ou leur 
descendance, ou cellules d^riv^es de ceux-ci, produit 
par un proced6 selon 1' une des revendications 1 a 19. 

23. Precede in vitro de clonage de maitanifere non 
humain par transfert nucleaire comprenant un precede 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 19. 

24. Precede de production de lapin comprenant les 

6tapes suivantes : 

a) 6valuer et/ou determiner 1' asynchronie de 
developpement (T) entre deux embryons de lapin du m§me 
age : 

- le premier embryon 6tant produit par 
croisement au temps to d'un male de 
preference vasectomise avec une femelle ayant 
de preference regu un traitement hormonal 
pour augmenter 1' ovulation, le dit premier 
embryon etant au moins cultive et/ou manipuie 
in vitro ; 

- le second embryon etant produit par 
croisement au temps to' d'un male fecond avec 
une femelle ayant de preference re<?u un 
traitement hormonal pour augmenter 
1' ovulation, le second embryon etant 
norraalement feconde ou obtenu par activation 
parthenogenetique ; 

1' evaluation et/ou la determination ayant lieu au plus 
tard le jour de 1' implantation uterine du dit second 




1' ovulation, le second embryon 6tant 
normalement f^conde ou obtenu par activation 
parth6nog6n6tique ; 
1' evaluation et/ou la determination ayant lieu 
5 au plus tard le jour de 1' implantation uterine 

du dit second embryon normalement feconde ou 
obtenu par activation parth§nogenetique ; et 

b) transferer un embryon de lapin cultive et/ou 
manipul6 in vitro, pas plus Sge que le stade 

10 blastocyste dans 1' uterus d'une femelle receveuse 

ayant et^ crois6e avec un male vasectomis^ au 
temps t = to + T (+/- 25%T) ; 

c) facultativement, laisser le dit embryon transfer^ 
k I'^tape b) s'implanter et se developper dans 

15 1' uterus de la dite femelle receveuse. 

27. Proc6d6 selon la revendication 26, caracterisee 
en ce que 1' Evaluation et/ou la determination est 
realises a un stade de d^veloppement compris entre les 
20 jours Jl et J7 post coittm. 



28. Precede selon la revendication 27, caracterisee 
en ce que 1' Evaluation et/ou la determination est 
rEalisEe au jours J5 post coltum. 

25 

29. ProcEdE selon les revendications 26 a 28, 
caractEris6e en ce que la dite asynchronie de 
dEveloppement T est de 23 heures +/-25%. 

30 30- Precede selon les revendications 26 a 29, 

caracterisee en ce que le dit embryon cultive et/ou 
manipule in vitro est un embryon transgenique. 
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embryon normalement fecond§ ou obtenu par activation 
parthenogen6tique ; et 

b) determiner le temps t = to + T ( + /- 25%T) de 
croisement d' une femelle receveuse avec un male 
vasectomis^, avant le transfert facultatif d' un embryon 
de lapin au moins cultiv§ et/ou manipule in vitro, pas 
plus ag6 que le stade blastocyste dans 1' uterus de 
ladite femelle receveuse ; 

c) facultativement, laisser le dit embryon transfer^ 
a I'etape b) s'implanter et se developper dans l'ut6rus 
de la dite femelle receveuse. 



25. Precede selon la revendication 24, caracteris^ 
en ce que 1' evaluation et/ou la determination est 

15 realisee a un stade de developpement compris entre les 
jours Jl et J7 post col turn. 

26. Precede selon la revendication 25, caracterise 
en ce que 1' evaluation et/ou la determination est 

20 realisee au jour J5 post coltum. 

27. Precede selon les revendications 24 k 26, 
caracterise en ce que la dite asynchronie de 
developpement T est de 23 heures +/-25%. 



25 



28. Procede selon les revendications 24 a 27, 
caracterise en ce que le dit embryon cultive et/ou 
manipule in vitro est un embryon transg^nique . 



30 



52 



31. Precede selon les revendications 26 a 29, 
caract^risee en ce que le dit embryon cultive et/ou 
manipule in vitro est un embryon reconstitue obtenu par 

5 transfert nticl6aire. 

32. Proc4d§ selon les revendications 26 Sl 29, 
caract6ris6e en ce que le dit embryon cultiv6 et/ou 
inanipul6 in vitro est un embryon transg^nique 
reconstitu§ obtenu par transfert nucleaire. 

33. Precede selon les revendications 26 a 32, 
caracterisee en ce que le dit embryon transfere a 
l'§tape b) est au stade 1 cellule. 
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34. Embryon de lapin et/ou foetus, nouveau-ne, lapin 
adulte, ou cellules derives de ceux-ci, produit par un 
proced6 comprenant ou incluant le precede selon I'une 
des revendications 26 a 33. 

35. Embryon de lapin transg^hique et/ou foetus, 
nouveau-ne, lapin adulte ou cellules derives de ceux- 
ci, produit par un precede comprenant ou incluant le 
proc6d6 selon I'une des revendications 26 a 33. 



36. Embryon de lapin reconstitue in vitro obtenu 
par transfert nucl§aire et/ou foetus, nouveau-ne, lapin 
adulte, ou cellules derives de ceux-ci, produit par un 
proc6d6 comprenant ou incluant le precede selon I'une 
30 des revendications 26 A 33. 
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29. Precede selon les revendications 24 a 27, 
caracterise en ce que le dit embryon cultive et/ou 
manipul6 in vitro est un embryon reconstitue obtenu par 
transfert nucleaire. 

30. Procede salon les revendications 24 a 27, 
caract6ris6 en ce que le dit embryon cultive et/ou 
manipulfe in vitro est un embryon transg^nique 
reconstitue obtenu par transfert nucleaire. 



10 



31. Procede selon les revendications 24 a 30, 
caracterise en ce que le dit embryon transfer^ a 
I'etape b) est au stade 1 cellule. 

15 32. Embryon de lapin et/ou foetus, nouveau-ne, lapin 

adulte et leur descendance, ou cellules derivees de 
ceux-ci, produit par un proc6de selon I'une des 
revendications 24 a 31. 
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33. Embryon de lapin transgenique et/ou foetus, 
nouveau-ne, lapin adulte et leur descendance ou 
cellules d6rivees de ceux-ci, produit par un proc6d6 
comprenant ou incluant le procede selon I'une des 
revendications 24 _a 31.. ..... 



34. Embryon de lapin reconstitue in vitro obtenu 
par transfert nucleaire et/ou fcetus, nouveau-n6, lapin 
adulte et leur descendance, ou cellules derivees de 
ceux-ci, produit par un procede selon I'une des 
30 revendications 24 a 31. 




37. Descendance du • dit lapin adulte selon la 
revendications 34 a 36. 

38. Precede in vitro de clonage de lapin par 
transfert nucleaire comprenant ou incluant un precede 
selon I'une quelconque des revendications 26 ^ 33. 

39. Precede in vitro de clonage de lapin par 
transfert nuclSaire comprenant les etapes de : 

a) insertion d'une cellule donneuse de lapin ou d' un 
noyau de cellule donneuse de lapin dans un ovocyte 
enucl6e de lapine dans des conditions permettant 
d'obtenir un embryon reconstitu6 ; 

b) activation de 1' embryon reconstitu6 obtenu a 
l'6tape a) ; 

c) transfert dudit embryon reconstitu6 dans une; 
lapine porteuse, de sorte que le 1' embryon, 
reconstitue se developpe en foetus, et- 
6ventuellement en nouveau ne ; et 

caracterise en ce que le precede comprend ou inclut un 
precede selon I'une quelconque des revendications 26 a 
33. 

j 

40* Proc6de selon la revendication 39 caract^risee 
en ce que le transfert de noyau dans le cytoplasme 
receveur est effectu6 par fusion de la cellule donneuse 
et du cytoplasme receveur. 

41. Precede selon la revendication 39 caracterisee 
en ce que le transfert de noyau dans le cytoplasme 
receveur est effectu§ par micro-injection du noyau 
donneur dans le cytoplasme receveur. 
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35. Procede in vitro de clonage de lapin par 
transfert nucleaire comprenant un proced6 selon I'une 
quelconque des revendications 24 a 31. 

36. Proc§d^ selon la revendication 35 comprenant 

les stapes de : 

a) insertion d'une cellule donneuse de lapin ou d'un 
noyau de cellule donneuse de lapin dans un ovocyte 
4nucl66 de lapine dans des conditions permettant 
d' obtenir un embryon reconstitue ; 

b) activation de 1' embryon reconstitu§ obtenu a 
I'^tape a) . 

37. Precede selon la revendication 36 caracteris6 
en ce que le transfert de noyau dans le cytoplasme 
receveur est effectue par fusion de la cellule donneuse 
et du cytoplasme receveur. 

38. Procede selon la revendication 36 caracteris^ 
en ce que le transfert de noyau dans le cytoplasme 
receveur est effectufe par micro-injection du noyau 
donneur dans le cytoplasme receveur. 

39. Procede selon la revendication 36 caract6ris6 
en ce que la dite phase d' activation au cours de la 
culture in vitro est realisee par adjonction 
simultanee, successive ou decalee dans le temps, au 
milieu de culture du dit embryon reconstitu^, d' au 
raoins un inhibiteur de proteine kinase et d' au moins un 
inhibiteur de la synthese proteique. 




42 • Precede selon la revendication 39 caracterisee 
en ce que la dite phase deactivation au cours de la 
culture in vitro est realisee par adjonction 
simultanee, successive ou decalee dans le temps, au 
milieu de culture du dit embryon reconstitue, d'au 
moins un inhibiteur de proteine kinase et d'au moins un 
inhibit eur de la synthese proteique. 

43. Precede in vitro de clonage de maitunifere, non 
humain, comprenant les etapes de : 

a) insertion d'une cellule donneuse ou d' un noyau 
de cellule donneuse dans un oocyte enuclee de 
mammifere de la meme espece ou d'^une espece 
differente de celle de la cellule donneuse, dansi 
des conditions permettant d'obtenir un embryom 
reconstitue ; 

b) activation de 1' embryon reconstitue obtenu a- 
I'etape a) ; 

c) transfert dudit embryon reconstitue dans une 
femelle porteuse de mammifere, de sorte que le 
1'' embryon reconstitue se developpe en foetus, 

caracterise en ce que la dite activation est realisee 
par adjonction simultanee,. successive ou decalee dans 
le temps, au milieu de culture du dit embryon 
reconstitue, d'au moins un inhibiteur de proteine 
kinase et d'au moins un inhibiteur de la synthese 
prot6ique. 

44. Precede selon la revendication 4 3 caracterise 
en ce que le dit mammifere est selectionne parmi le 
lapin, les rongeurs, notamment le rat, la souris, et 
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40. Procede in vitro de clonage de maminif ere, non 
humain, comprenant las Stapes de : 

a) insertion d'une cellule donneuse ou d' un noyau 
de cellule donneuse dans un oocyte ^nuclee de 

5 manunif^re de la meme espece ou d'une espece 

differente de celle de la cellule donneuse, dans 
des conditions permettant d'obtenir un embryon 
reconstitue ; 

b) activation de 1' embryon reconstitue obtenu a 
10 I'etape a) avant le transfert facultatif dudit 

embryon reconstitue dans une femelle porteuse de 
rnammifere, de sorte que 1' embryon reconstitue se 
d^veloppe en fcetus, 
caracteris6 en ce que la dite activation est realisee 
15 par adjonction simultanee, successive ou decalee dans 
le temps, au milieu de culture du dit embryon 
reconstitue, d'au moins un inhibiteur de proteine 
kinase et d'au moins un inhibiteur de la synthese 
protfeique. 

20 

41. Precede selon la revendication 40 caracteris6 
en ce que le dit rnammifere est s61ectionne parmi le 
lapin, les rongeurs, notarament le rat, la souris, et 
parmi les bovins-, les ovins, les caprins, les porcins, 

25 les equides, les primates, a 1' exception de I'homme. 

42. Procede selon les revendications 39 a 41 
caracterise en ce que le dit inhibiteur de proteine 
kinase est le 6-DMAP et le dit inhibiteur de la 

30 synthese proteique est la cycloheximide (CHX) . 




parmi les bovins, les ovins, les caprins, le porcins, 
les equides, les primates^ a 1' exception de I'homme, 

45. Precede selon la revendication 42 a 44 
5 caract^rise en ce que le dit inhibiteur de proteine 

kinase est le 6-DMAP et le dit inhibiteur de la 
synthase proteique est la cycloheximide (CHX) . 

46. Precede de production d'' une proteine 
10 recombinante par un animal transgenique comprenant 

I'etape de production d'un embryon de mammifere non 
humain selon les revendications 1 a 20. 

47. Proc6d6 de production d' une proteine 
15 recombinante par un lapin transgenique comprenant 

I'etape de production d'un. embryon de lapin selon les;^ 
revendications 26 a 33. ; 

48. Utilisation d'un animal transgeniquQ 
20 susceptibles d'etre obtenu par le procede selon les 

revendications 1 a 20 ou d'un lapin transgenique 
susceptibles d'etre obtenu par le procede selon les 
revendications 26 a 33 comme modele d' etude de 
pathologies humaines. 

25 

49. Utilisation d'un animal transgenique 
susceptibles d'etre obtenu par le procede selon les 
revendications 1 a 20 ou d'un lapin transgenique 
susceptibles d'etre obtenu par le procede selon les 

30 revendications 26 a 33 pour la production de proteines 
recombinantes . 
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43. Precede de production d'une prot^ine 
recombinante par un mairanif^re transg^nique except^ 
I'hoirane comprenant I'^tape de production d'un mammif^re 
non humain selon les revendi cat ions 1 a 19. 

5 

44. Precede de production d'une prot6ine 
recombinante par un lapin transgenique comprenant 
I'^tape de production d'un lapin selon les 
revendications 2 4 a 31. 

10 

45. Utilisation d'un mammifere transgenique excepts 
I'hoinme, obtenu par le proc6d6 selon les revendications 
1 a 19 ou d' un lapin transgenique obtenu par le proced^ 
selon les revendications 24 a 31 comiae modele d' etude 

15 de pathologies humaines. 

46. Utilisation d'un mammifere transgenique excepte 
I'homme obtenu par le proc6de selon les revendications 
1 a 19 ou d'un lapin transgenique obtenu par le precede 

20 selon les revendications 24 a 31 pour la production de 
proteines recombinantes . 

47. Utilisation selon la revendication 46 
caracteris6e en ce que la dite proteine recombinante 

25 est produite dans le lait de 1' animal transgenique. 
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50. Utilisation selon la revendication 49 
caract6ris6e en ce que la dite prot^ine recombinante 
est produite dans le lait de 1' animal transg^nique.. 
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